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La presente invencion se refiere a una cepa de 
levaduras met ilotrof icas recombinantes productoras de un 
precursor de insulina, cons trucciones de ADN y metodo para 
obtener la cepa. Dicha cepa comprende en su genoma por lo 
menos una copia de una primera construccion de ADN y una 
segunda construccion de ADN, donde dichas construcciones 
son capaces de conducir la expresion y liberacion de un 
precursor de insulina. La presente invencion esta 
relacionada con el campo de la tecnologia del ADN 
recombinante y mas precisamente con la produccion de 
precursores de insulina en huespedes como las levaduras. 

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

La insulina es una hormona central del metabolismo 
y es un farmaco de importancia para el tratamiento de la 
diabetes. La insulina es una proteina constituida por dos 
cadenas de polipeptidos . La cadepa A esta formada por 21 
residuos de aminoacidos y la cadena B por 30 residuos de 
aminoacidos. Las dos cadenas estan covalentemente unidas 
por puentes disulfuro entre A7-B7 y A20-B19, y un puente 
disulfuro int racatenario que une a los residuos A6 y All. 



La insulina es producida en el pancreas por las 
celulas P.de los islotes de Langerhans en la forma de 
preproinsulina . La molecula de preproinsulina consiste en 
un prepeptido de 24 aminoacidos que actua como secuencia 
serial de exportacion seguido de un peptido denominado 
proinsulina que contiene 86 residuos de aminoacidos. Dicha 
preproinsulina se puede representar como: prepept ido-B-Arg- 
Arg-C-Lys-Arg-A, en donde el peptido C es un peptido 
conector que esta constituido por 31 residuos de 
aminoacidos y las cadenas A y B son las cadenas A y B de la 
proinsulina humana . 

Cuando se sintetiza la cadena de pre proinsulina el 
peptido serial la dirige hacia el interior del reticulo 
endoplasmatico de las celulas p, en ese momento el peptido 
serial es escindido liberando al interior del reticulo la 
proinsulina . 

Posteriormente, durante el empaquetamiento de la 
molecula de insulina dentro del sistema secretorio de las 
celulas p, el peptido C es escindido liberandose la 
molecula de insulina nativa, adecuadamente plegada . La 
escision del peptido C se realiza por la accion de enzimas 
que actuan sobre las secuencias dibasicas de la 
proinsulina. Este sistema enzimatico es similar al de 
tripsina/carboxipeptidasa B. 



Actualmente se piensa que el peptido C cumpliria 
una importante funcion en la formacion de la estructura 
terciaria de la molecula de insulina. 

La produccion de insulina para el tratamiento de la 
diabetes es desde hace muchos anos una preocupacion de la 
industria farmaceutica. 

A partir del desarrollo de las tecnicas de ADN 
recombinante se han publicados una gran variedad de metodos 
para la produccion de insulina en microorganismos • 

Los primeros huespedes empleados en las tecnicas de 
ADN recombinante fueron las bacterias, f undamentalmente 
Escherichia coli {E. Coli) . En los primeros ensayos que se 
realizaron con E . Coli se adoptaron estrategias semejantes 
a las empleadas en la produccion de insulina sintetica. De 
acuerdo con estos metodos las cadenas A y B se clonaron y 
se expresaron en el microorganismo huesped de manera 
independiente, obteniendose dos polipeptidos que 
correspondian a las cadenas A y B. La insulina nativa se 
obtenia poster iormente realizando in vitro las etapas de 
formacion de los puentes disulfuro entre las cadenas A y B 
y el respectivo puente intracajtenar io . Este proceso de 
oxidacion se realizaba tal cual lo descripto por Chance, 
R.E. y col. en Diabetes Care 4:147; 1981 y Goeddel, D.V. y 
col. en Proc. Natl. Acad. Sci . U.S.A. 76: 106-110, 1979. 
Una de las mayores dificultades que presentaba este metodo 



era la formacion al azar de los puentes disulf uro*"g^nerando 
moleculas cuya estructura terciaria era incorrecta. 
Mediante este metodo el rendimiento de insulina nativa con 
actividad biologica era extremadamente bajo, incrementando 
de manera notoria los costos de produccion. 

Teniendo en cuenta las dificultades antes 
mencionadas surge entre los expertos la idea de clonar la 
secuencia de ADN correspondiente a la proinsulina o 
derivados de la misma en los que el peptido C esta 
representado por fragmentos de distintos tamafios . Estas 
ideas se basaron en que la presencia del peptido C o sus 
fragmentos permitia un mayor rendimiento de proinsulina 
plegada correctamente luego de la etapa de oxidacion que el 
rendimiento que resultaba de la oxidacion de las cadenas A 
y B por separado (Dteiner D.F. et al . Proc . Acad. Sci . 
60:622; 1968.) . De este modo se observo que la cadena C que 
funciona como peptido conector de las cadenas B y A permite 
que los residuos cisteina se encuentren espacialmente 
favorecidos para una correcta oxidacion. Se demostro que la 
molecula de proinsulina asi formada podia funcionar como un 
precursor a partir .del cual era posible obtener insulina 
removiendo in vitro, mediante enzimas especificas, al 
peptido C. . (Kemmler, W. et al . J. Biol. Chem. 91: 246:6786; 
1971) . Tambien se demostro que si a estos precursores se 




les cambiaba el fragmento C por un peptido 
menor tamano que mantuviese en ambos extremos sit'ios para 
ser escindido in vitro por la accion de enzimas adecuadas, 
se obtenian resultados equivalentes y en ciertos casos 
mejores rendimientos en la produccion de insulina. Estos 
precursores recibieron el nombre de mini - proinsulinas 
( Wo 1 liner, A. et al . Hoppe-Seyler ' s Z. Physiol. Chem. 
355:1471-1476; 1974 y Patente EPO 195 691). 



La patente Europea 0055945 divulga un procedimeinto 
para producir y expresar en E coli a la proinsulina y 
metodos para producir la insulina humana . La produccion a 
gran escala de la proinsulina en E coli se divulga en la 
patente US N° 5.460.954. En la patente US 4.431.740 se 
divulga un ADN que tiene una secuencia que codifica para la 
proinsulina y otro ADN que codifica para la pre proinsulina 
y un microorganismo como E. Coli trans formado con dichas 
secuencias . 

Sin embargo, la expresion de proteinas heterologas 
en E. coli presenta una infinidad de dificultades bien 
conocidas po.r los expertos en e\ arte. A modo de resumen 
podemos decir que: 

Cuando E. coli u otro microorganismo procariota es 
utilizado como huesped para la expresion de proteinas 
provenientes de eucariotas es incapaz de establecer los 



puentes disulfuro adecuados que permitan ^ffcr^correcta' 
formacion de la estructura terciaria. Debido a ello cuando 
proteinas como la insulina humana son clonadas y expresadas 
en microorganismos, dichas proteinas tienden a agregarse 
formando complejos inactivos o cuerpos de inclusion. 

La solubilizacion y la purificacion de la 
proinsulina a partir de los cuerpos de inclusion requiere 
de una gran cantidad de etapas adicionales. Una de dichas 
etapas . comprende la disolucion de los agregados con 
reactivos tales como Urea o Cloruro de Guanidinio. 
Posteriormente es necesario someter al precursor de 
insulina a un agente oxidante por medio de una sulfitolisis 
oxidativa en la que las moleculas de cisteina de ambas 
cadenas adoptan la forma SSO' : ^. Luego se convierten lo 
grupos S-Sulfonados a Sulfhidrilos (-SH-) en presencia de 
un agente tiolado (dit iotreitol o 2- mercaptoetanol ) . 
Finalmente, estos grupos se oxidan en presencia de oxigeno 
para formar los puentes disulfuro. Los metodos para la 
recuperacion de la proinsulina a partir de los cuerpos de 
inclusion continuan siendo bianco de intensas 
investigaciones , intentando mejprar el rendimiento y el 
correcto plegado de la proteina que la purificacion del 
precursor reduce sign if icativamente y hace excesivamente 
complejo el esquema de purificacion. (Chance, R. Y col. 
Proceedings of the Seventh American Peptide Chemistry 




Symposium paginas 721-728, 1981, Pierce Chemi^^^Lg^fpany, 
Rockford, IL.; Chan, S.J. y col. Proc . Natl. Acad. Sci . USA 
78 (9): 5401-5405, 1981 y Frank, B. H. Y col. Proceedings 
of the Seventh American Peptide Chemistry Symposium paginas 
729-739, 1981, Pierce Chemical Company, Rockford, IL.) 

Por otra parte, E. coli o cualquier otro organismo 
procariota comienza la traduccion de las proteinas con el 
aminoacido metionina. Para lograr la eliminacion de la 
metionina del extremo amino terminal se suele clonar al gen 
de interes como una proteina de fusion. La separacion de la 
insulina del peptido de fusion requiere de un paso 
adicional que involucra la digestion del peptido con 
proteasas especificas. De lo contrario el residuo metionina 
debe ser eliminado con Bromuro de Cianogeno (CNBr) . La 
patente Europea 0 055 945 divulga un metodo y un vector 
para escindir un analogo de la proinsulina cuyo peptido C 
es mas pequeho y donde el residuo metionina es eliminado 
empleando un tratamiento con CNBr. 

Otra de las dificultades que presenta la expresion 
de proteinas heterologas en los procariotas es la 
disminucion de la estabilidad d$ la proteina por la accion 
de proteasas ci toplasmat icas . La patente US 5.460.954 
divulga un proceso para producir proinsulina humana en E. 
Coli que comprende un vector que contiene una secuencia en 
el extremo 5' del gen de la proinsulina que codifica para 



una secuencia de aminoacidos que evita la degradacion por 

proteasas en el interior de la celula. 

Muchos investigadores estan intentando mejorar los 

metodos de produccion de proinsulina humana en E. Coli para 

hacer de este un procedimiento mas sencillo y de mejor 
rendimiento. Estos metodos que mejoran el rendimiento de la 

proteina se realizan reemplazando al peptido C por 
secuencias mas pequehas (Chang, Seung-Gu y col. Biochem. J. 
329: 631-635, 1998). Tambien se han desarrollado metodos 
que permiten la expresion de proinsulina en bacterias 
combinando diferentes procediminentos como la expresion de 
una proteina de fusion compuesta por una cola de 
polihistidina en el extreme N-terminal, un residuo de 
xuetionina y la secuencia de la proproteina de la insulina 
humana, todo incorporado en un vector de expreson para 
bacterias (Cowley, Darrin J. Y col. FEES Letters, 402: 124- 
130, 1997) 

A partir de las dificultades operativas que 
signifies expresar una proteina humana en un huesped 
procariota se ha intentado lograr altas expresiones en 
huespedes eucariotas como las levaduras. Las levaduras, por 
lo tanto, se han convertido en uno de los huespedes de 
eleccion para la expresion de proteinas eucarioticas . Estos 
microorganismos ofrecen claras ventajas respecto de las 
bacterias en lo referente a la produccion de proteinas de 



mamiferos. Las levaduras poseen rutas secretoriaa^'SJ'Hifilares 
al sistema secretor de los mamiferos y tienen la, capacidad 
de plegar, procesar proteol i t icamete , glicosilar y secretar 
adecuadamente las proteinas de mamiferos. 

Cuando en las levaduras se utili zan vec tores 
adecuados para la exportacion de la proteina al exterior de 
la celula, el procedimiento de recuperacion y purificacion 
de las proteinas exportadas al medio de cultivo es mas 
sencillp y poseen mejor rendimiento respecto a la expresion 
en el citoplasma de la celula. Ademas, la via de secrecion 
ofrece un ambiente adecuado para la formacion de los 
puentes disulfuro necesarios para el correcto plegado de 
las proteinas (Smith, et al . 1985 Science 229:1219); 
mientras que el citoplasma es un ambiente reductor en el 
cual estas uniones no se producen. Por esta razon las 
proteinas que necesitan formar puentes disulfuro para 
mantener una correcta estructura terciaria como es el caso 
de insulina pueden ser producidas con mejores resultados 
cuando son secretadas . 

Dentro de los sistemas que emplean a las levaduras 
como huespedes para la produccion de un vasto numero de 
proteinas se encuentran las levaduras de la especie 
Saccharomyces cerevisiae . La genetica de esta levadura ha 
sido estudiada en detalle por numerosos grupos de 
invest igacion . 



Diversas polipept idos como la proinsulina han sido 
clonados y expresados en Saccharomyces cerevisiae . La 
expresion de este propeptido puede seguir la via secretoria 
o acumularse en el citoplasma del microorganismo huesped. 
En este ultimo caso se deben incluir procedimientos de 
purificacion muy laboriosos que requieren de etapas para la 
formacion de los puentes disulfuro tal como se divulga en 
la patente Europea N°37255. Para evitar estas 
complicaciones la secuencia correspondiente al gen de la 
proinsulina se clona a continuacion de una secuencia de ADN 
adicional denominada lider o peptido senal que da origen al 
peptide pre proinsulina. Este peptido una vez reconocido y 
procesado por la levadura permite la secrecion de la 
proinsulina al medio de cultivo. 

Por otra parte, los precursores del tipo 
proinsulina que se producen en Saccharomyces sufren un 
rapido procesamiento enzimatico tanto cuando se los expresa 
en el citoplasma como cuando se secretan al medio, Se ha 
demostrado que la proinsulina humana es especialmente 
sensible a cortes enzimaticos en dos secuencias dibasicas 
(Arg 31 - Arg 32 y Lys 64 - Arg^. Estp provoca la particion de 
la molecula antes de la formacion de los puentes disulfuro, 
resultando en la generacion de los peptidos C, A y B por 
separado. 



Se encontro que si en lugar de proTnsulina se 
trabaja con secuencias mas cortas en las cuales el peptido 
C ha sido removido o simplemente esta representado por 
fregmentos mas cortos de hasra dos aminoacidos del tipo 
lisina, arginina se logra una molecula mas estable, no 
digerible por proteasas y capaz de ser procesada in vitro 
originando finalmente una molecula de insulina 
biologicamente activa (Lars Thim y col. Proc . Natl Acad. 
Sci. USA 83: 6766-6770, 1986). La patente Europea N° 
195.691 divulga diversos precursores, entre ellos los del 
tipo B-X-Y-A en los que B y A corresponde a las cadenas B y 
A de insulina humana, y donde X e Y estan representados por 
los aminoacidos lisina o arginina, pudiendo ser estos 
aminoacidos ' digeridos con las enzimas tripsina y 
carboxipept idasa B para su conversion, a insulina humana. 
Sin embargo, como sub productos de la digestion se producen 
cantidades considerables de A 0 Arg-desB ( 30 ) , este 
subproducto no posee el aminoacido 30 de la cadena B, 
mientras que le queda una arginina remanente unida a la 
cadena A. La arginina remanente no puede ser removida 
facilmente' provocando serios inqonvenientes en el proceso 
de purificacion de la proteina y disminuyendo 
considerablemente los rendimientos de produccion. ha 
produccion' total de este precursor en S. Cerevisiae es 
notoriamente ba j a . 




un precursor de cadena simple de la proinsulina, - donde 
dicho precursor se representa por la formula: B t i-29)-(X n - 
Y) m -A ( i-2i )/ donde X n es una cadena peptitica con n 
aminoacidos, Y es lisina o arginina, n es un entero entre 0 
y 35, m es 0 6 1, B u - 2 9) es una cadena B a la cual le falta 
la treonina de la posicion 30 y A u -2i) es la cadena A de la 
insulina humana. Esta patente divulga que -X n -Y- no 
contiene dos aminoacidos basicos adyacentes como por 
ejemplo lisina y arginina debido a que la digestion con 
tripsina genera subproductos dificiles de ser separados en 
las etapas de purif icacion . Los productos ' obtenido a partir 
de estos disenos geneticos no contienen el aminoacido 
treonina en la posicion 3 0 y por lo tanto deben ser 
sometidos a un etapa extra consistente en la adicion de 
este aminoacido mediante la accion catalitica de la 
tripsina en presencia del ester Thr-OBu como lo divulga la 
patente US . N° 4 . 343 . 898; y Rose, K. y col . Biochem. J. 
211 : 671-676, 1983) . 

De todas maneras mas alia de las modif icaciones 
introducidas en los precursores de insulina, la expresion 
de estos peptidos en Saccharomyces cerevisiae da como 
resultado bajos rendimientos y problemas relacionados con 
el escalado de la ' produccion de proteinas heterologas. 
Estos problemas estan asociados generalmente a promotores 



de baja eficiencia y a que las secuencias de interes se 
hallan clonadas en plasmidos de replicacion autonoma. Estos 
plasmidos no se mantienen homogeneamente distribuidos en el 
cultivo y suelen disminuir en el numero de copias. Como 
resultado de ello y luego de algunos ciclos de duplicacion 
se encuentran en el cultivo celulas con 2, 3 o 0 copias del 
plasmido utilizado como vector (Chan, S.J. y col. Proc. 
Natl, Acad. Sex . USA 78. (9): 5401-5405, 1981). 



Un sistema de expresion en levaduras distinto del 
que emplea a Saccharomyces como huesped es el de las 
levaduras metilotrof icas . Estos microorganismos pueden ser 
muy utiles como huespedes para la expresion de prbteinas 
heterologas cuya demanda requiere grandes volumenes de 
produccion. Las proteinas heterologas expresadas en las 
levaduras metilotrof icas pueden secretarse al citoplasma 
con niveles de expresion equivalentes a los de E. Coli y 
superiores respecto de los niveles de expresion de 
Saccharomyces cerevi siae . 

Las levaduras metilotrof icas son microorganismos 
unicelulares capaces de crecer er* presencia de metanol como 
unica fuente de carbono . Estas levaduras se pueden 
mantener , sin inconvenient es , a alt as densidades celulares 
cuando son cultivadas en f ermentadores de gran volumen. 
Ademas, poseen la capacidad de introducir muchas de las 



modi f icaciones post traduccionales llevadas ^a'cabo por' las 
celulas eucariotas superiores como por ejemplo digestiones 
proteoliticas, plegamiento de proteinas, formacion de 
puentes disulfuro y glicosilacion . 

Pichia pastoris es una de las doce especies dentro 
de los cuatro generos de levaduras capaces de metabolizar 
el metanol como unica fuente de carbono (Cregg, J.M. y col. 
Bio/Technology 11:905-910, 1993). Los restantes generos 
estan representados por Candida , Hansenula y Torulopsis . 

Estas levaduras comparten un unico repertorio de 
enzimas correspondientes a la via metabolica del metanol 
(Veenhuis, M. y col. Adv. Microb. Physiol. 24:1-82, 1983). 
La primer etapa de esta ruta metabolica es la oxidacion de 
metanol a f ormaldehido, generando peroxido de hidrogeno por 
la accion de la enzima alcohol oxidasa (AOX) . 

La celula evita la toxicidad del peroxido de 
hidrogeno llevando a cabo esta primer reaccion del 
metabolismo del metanol en una organela especial denominada 
peroxisoma . 

Existen dos genes en P. pastoris que codifican para 
dos enzimas alcohol oxidasa I y JI, los genes A0X1 y AOX2 . 
El gen A0X1 es responsable de la mayor parte de la 
actividad de la alcohol oxidasa en la celula (Cregg, J.M. y 
col. Mol. Cell. Biol. 9:1316-1323, 1989.) 



13 




La expresion de este gen esta al taw^t^^^gulada y 
es inducida por el metanol llegando a representar A0X1 el 
30 % de las proteinas totales solubles de la celula. Por 
este motivo los sistemas de expresion mas utilizados en 
Pichia pasotirs incluyen en sus vectores al promotor del 
gen AOX1 . 

Thomas Kjeldsen y colaboradores compararon la 
expresion de la proinsulina y peptidos precursores de 
insulina del tipo (B1-29 - Ala-Ala-Lys - A1-21) en S. 
cereviciae y en P. pastoris . Los productos fueron 
secretados al medio de cultivo a traves de una secuencia de 
aminoacidos fusionada al extremo amino terminal del 
precursor denominada lider. Para determinar la eficiencia 
de secrecion del precursor de insulina se emplearon 
distintos peptidos senales tales como el pre-pro-peptido a 
maiting factor de Saccharomyces cerevisiae y derivados 
sinteticos del mismo. Estos pre pro peptidos poseen 
secuencias de aminoacidos que sirven de bianco para la 
accion de proteasas especificas que permiten la liberacion 
del peptido al medio de cultivo. Todos los propeptidos de 
insulina utilizados por estos autores se liberaban al medio 
como un precursor carente. de treonina en la posicion 30 de 
la cadena B. Este producto recuperado y purificado del 
medio de cultivo debio ser sometido a un exhaustivo 
procedimiento denominado transpeptidacion . La 



transpeptidacion consiste en la adicion de la treonina " y 
esta descripto por Markussen y col. en la patente US. 
4.916.212. La transpeptidacion incorpora una etapa 
adicional al proceso de purificacion de la molecula de 
insul ina . 



En funcion de solucionar los problemas aqui 
planteados, los inventores han obtenido una cepa de 
levadura que produce y libera al medio un precursor de 
insulina en cantidades adecuadas para su utilizacion 
industrial, donde la nueva cepa comprende dos diferentes 
construcciones de ADN que conducen la expresion de un gen 
que codifica para un precursor de insulina. Dicho gen esta 
clonado de manera tal que se libera al medio un precursor 
de insulina que contiene en su extremo amino terminal al 
primer aminoacido correspondiente a la insulina, evitandose 
de esta manera las etapas de eliminacion de los aminoacidos 
remanentes provenientes del peptido senal. Ademas, la 
presente invencion provee un precursor de insulina que se 
libera al medio como un precursor que contiene treonina en 
la posicion 30 de la cadena B, evitandose de esta manera la 
engorrosa etapa de transpeptidacion. 



BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION 

La presente . invencion provee una cepa de levadura 
met ilotrof ica recombinante productora de un precursor de 
insulina humana, donde dicha cepa de levaduras comprende en 
su genoma por lo menos una copia de una primera 
construccion de ADN y una segunda construccion de ADN, 
donde dichas construcciones de ADN son capaces de dirigir 
la expresion y liberacion al medio de un precursor de 
insulina humana, donde dichas construcciones de ADN 
comprenden por lo menos una secuencia de ADN que codifica 
para un precursor de la insulina humana o para un analago 
de un precursor de la insulina humana. 

Las construcciones de ADN son capaces de dirigir, 
pref erentemente, la expresion de un precursor de la 
insulina humana de la formula: B ( 1-30) -Y1-Y2-A ( 1-21 ) , donde 
Yl es lisina o arginina; Y2 es lisina o arginina; B(l-30) 
es el peptido B de la insulina humana; y A(l-21) es el 
peptido A de la insulina humana. 

La cepa de levaduras de la invencion es una cepa de 
levadura de Pichia pastoris depositada el 25 de Julio del 
2000 en el American Type Culture Collection (ATCC) bajo el 
numero PTA-22 60, dicha cepa de . levaduras comprende en su 
genoma una primera construccion de ADN, donde dicha 
construccion comprende: 
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a) una primera secuencia de ADN ins'e^a'ble la 
cual es la region 5' regulatoria del gen A0X1 de Pichia 
patoris unida operablemente a 

b) la secuencia serial MF a de Sacharomyces 
cerevisiae unida operablemente a 

c) una secuencia que codifica para un precursor 
de la insulina humana, siendo pref erentemente un 
precursor de la formula B ( 1-30 ) -Y1-Y2-A ( 1-2 1 ) unida 
operablemente a 

d) la secuencia 3' de finalizacion de la 
transcr ipcion del gen AOX1 de Pichia patoris unida a 

e) un gen de seleccion HIS4 de Pichia patoris 

unido a 

f) una segunda secuencia de insercion que 
corresponde al extremo 3' del gen AOXI de Pichia 
patoris ; y, 



una segunda construccion de ADN que comprende: 

a) una primera secuencia de ADN insertable la 
cual es la region 5' regulatoria del gen AOXI de Pichia 
patoris unida operablemente a » 

b) la secuencia serial MF a de Sacharomyces 
cerevisiae unida operablemente a 

c) una secuencia que codifica para un precursor 
de la insulina humana, siendo pref erentemente el 



precursor de la insulina humana de la formula B(l-30)- 
Y1-Y2-A ( 1-21 ) unida operablemente a 

d) la secuencia 3' de finalizacion de la 
transcripcion del gen A0X1 de Pichia patoris unida a 

e) el gen de seleccion de resistencia a la 

zeocina 

En otra realizacion preferida se provee una 
primera construccion de ADN que comprende por lo menos 
un cassette de expresion para la expresion de un 
precursor de insulina humana, donde dicho cassette 
comprende : 

a) una region 5' regulatoria operablemente 

unida a 

b) una secuencia de ADN que codifica para una 
secuencia serial unida operablemente a 

c) una secuencia que codifica a un precursor de 
la insulina humana unida operablemente a 

d) una secuencia funcional de finalizacion de 
la transcripcion. 

La primera construccion de ADN de la invencion 
comprende ademas en los extremos 5' y 3' secuencias lo 
suf icientemente homologas con un gen diana de la 
levadura para permitir la integracion especifica de 
reemplazo de la construccion de ADN en el gen diana. 
Estas secuencias 5' y 3' homologas a un gen diana se 




encuentran como secuencias flanqueantes de^^^^S'ette de 
expresion . 

En otra realizacion preferida la primera 
construccion de ADN comprende : 

a) una primera secuencia de ADN 
insertable la cual es la region 5' regulatoria 
del gen A0X1 de Pichia patoris unida 
operablemente a 

b) la secuencia serial MF a de 
Sacharomyces cerevisiae unida operablemente a 

c) una secuencia que codifica un 
precursor de la insulina humana, pref erentemente 
codifica al precursor de la insulina humana de 
la formula B ( 1-30 ) -Y1-Y2-A ( 1-21 ) unida 
operablemente a 

d) la secuencia 3' de finalizacion de 
la transcr ipcion del gen AOX1 de Pichia patoris 
unida a 

e) el gen de seleccion HIS4 de Pichia 
patoris unido a 

f) una segunda secuencia de insercion 
que corresponde a la secuencia 3' del gen AOX1 
de Pichia patoris 

En otra realizacion la presente invencion 
comprende una segunda construccion de ADN, donde dicha 



segunda construccion de ADN comprende por lo menos un 
cassette de expresion para la expresion del precursor de 
insulina humana, donde dicho cassette comprende: 

a. una region 5' regulatoria operablemente 

unida a 

b. una secuencia de ADN que codifica para 
una secuencia serial unida operablemente a 

c. una secuencia que codifica un precursor 
de. la insulina humana unida operablemente a 

d. una secuencia funcional de finalizacion 
de la transcripcion . 

En una realizacion preferida la segunda 
construccion de ADN comprende un gen marcador de 
seleccion distinto del gen marcador de seleccion de la 
primera construccion de ADN de la invencion, permitiendo 
de esta manera una segunda seleccion de la cepa de 
levaduras trans formadas de la presente invencion. 

En una realizacion preferida la segunda 
construccion de ADN comprende una secuencia unica 
suf icientemente homologa con un gen diana de la levadura 
para permitir la insercion de, la construccion de ADN en 
un evento simple en un gen diana. 

En otra realizacion preferida la segunda 
construccion de ADN de la invencion comprende: 
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a. una primera secuencia de ADN insertable 
que corresponde a la region 5' regulatoria del gen 
A0X1 de Pichia patoris unida operablemente a 

b. la secuencia senal de MF a de 
Sacharomyces cerevisiae unida operablemente a 

c. una secuencia que codifica para un 
precursor de la insulina humana, pref erentemente 
codifica al precursor de la insulina humana de la 
formula B ( 1-30) -Y1-Y2-A ( 1-21 ) unida operablemente a 

d. la secuencia 3' de finalizacion de la 
transcripcion del gen AOX1 de Pichia patoris unida a 

e. el gen de seleccion de resistencia a la 

zeocina 

En ambas construcciones de ADN de la invencion 
la secuencia que codifica al precursor de la insulina 
humana esta clonada en dichas construcciones a 
continuacion del sitio de corte de proteasas, donde la 
totalidad del precursor de insulina humana liberado al 
medio contiene al aminoacido fenilalanina en su extremo 
amino terminal. 

Cada una de las construcciones de ADN de la 
invencion estan incorporada a un vector diferente, donde 
dicho vector esta en la forma circular o lineal. 

La presente invencion tambien provee un 
procedimiento para obtener una cepa de levadura 



metilotrof ica transf ormada, productora de elevadas 
cantidades de un precursor de insulina humana, donde 
dicho procedimiento comprende las siguientes etapas: 

I) transf ormar una celula de levadura con una 
primera construccion de ADN, donde dicha construccion 
comprende 

a. una primera secuencia de ADN insertable 
que corresponde a la region 5' regulatoria del gen 
A0X1 de Pichia patoris unida operablemente a 

b. la secuencia serial MF a de Sacharomyces 
cerevisiae unida operablemente a 

c. * una secuencia que codifica para un 
precursor de la insulina humana, pref erentement e 
codifica el • precursor de la insulina humana de la 
formula B ( 1-30) -Y1-Y2-A ( 1-21 ) unida operablemente a 

d. la secuencia 3' de finalizacion de la 
transcripcion del gen AOX1 de Pichia patoris unida a 

e. el gen de seleccion HIS4 de Pichia 
patoris unido a 

f. una segunda secuencia de insercion que 
corresponde al extremo 3'piel gen A0X1 de Pichia 
patoris 

II) seleccionar las celulas de levaduras 

III) aislar una cepa de levadura 
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IV) retransf ormar la cepa de levaduras "oOWTlTda en 
las etapas I a III con una segunda construccion de ADN, 
donde dicha construccion de ADN comprende . 

a. una primera secuencia de ADN insertable 
que corresponde a la region 5' regulatoria del gen 
A0X1 de Pichia patoris unida operablemente a 

b. la secuencia serial MF a de Sacharomyces 
cerevisiae unida operablemente a 

c. una secuencia que codifica para un 
precursor de la insulina humana, pre f erentemente 
codifica al precursor de la insulina humana de la 
formula B ( 1-30 ) -Y1-Y2-A ( 1-2 1 ) unida operablemente a 

d. la secuencia 3' de finalizacion de la 
transcripcion del gen A0X1 de Pichia patoris unida a 

e. el gen de seleccion de resistencia a la 

zeocina 

V) seleccionar la cepa de levadura retrans f ormada 

VI) aislar la cepa de levadura retransf ormada 



BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

Figura 1: La Figura % 1 muestra el mapa de 

restriccion del plasmido pPIC9-Ib. 

Figura 2: La Figura 2 muestra el mapa de 

restriccion del plasmido pPICZocA-Ib 



DESCRIPCION DETAIjLADA DE LA INVENCION 

A menos que se definan de otra manera los terminos 
tecnicos y cientificos utilizados en la presente solicitud 
tienen el mismo significado que es comunmente entendido por 
los expertps en el arte al cual esta invencion pertenece. 
Todas las publicaciones y patentes mencionadas en la 
presente solicitud han sido incorporadas aqui 
exclusiyamente como referencias. 

Def iniciones : el termino "precursor de insulina 
humana" o "proinsulina"- tal como se emplea aqui se refiere 
a cualquier precursor b analogos de precursores de insulina 
humana que den origen a una molecula de insulina o 
moleculas relacionadas que muestren la misma actividad 
biologica de la insulina. 

Se entiende por "actividad biologica" a la 
actividad biologica asociada a la insulina evaluada por 
ensayos conocidos por los expertos en el arte. 

Tal como se emplean aqui los precursores de 
insulina incluyen a las variaciones alelicas de los 
precursores de insulina y los % derivados obtenidos por 
simples modif icaciones de la secuencia de aminoacidos del 
producto insulina . 

Tal como se emplea aqui "secuencias lider" o 
"secuencias serial" son expresiones intercambiables y se 
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refieren a secuencias de aminoacidos que fealizan el 
transporte de un peptido unido a ellas a traves de la 
membrana celular . 

Tal como se utiliza aqui "una construction de ADN" 
abarca un cassette de expresion y ademas otras secuencias 
de ADN. 

En funcion de resolver los problemas antes 
mencionados los inventores de la presente solicitud han 
desarrollado una novedosa cepa de levaduras que expresa 
elevadas cantidades de una molecula de proinsulina humana . 
Esta cepa de levaduras ha sido obtenida por un 
procedimiento novedoso, donde se transforman y 
retrans f orman secuencialmente las levaduras con dos 
diferentes y novedosas construcciones de ADN. La 
proinsulina secretada al medio por la nueva cepa es un 
precursor de insulina, dicho precursor es pref erentemente 
un precursor cuyo peptido C ha sido reemplazado por una 
secuencia de dos aminoacidos y donde la purificacion del 
mismo para obtener insulina humana activa genera escasos 
contaminantes, evitandose las £tapas de transpeptizacion 
sin disminuir los rendimientos industrialmente requeridos. 
Ademas, dichas construcciones de ADN han sido clonadas de 
manera tal que se evita la etapa de eliminacion de los 




secret'ada. 

Utilizanclo la cepa y las construcciones de ADN de 
la presente invencion se obtienen niveles de produccion del 
precursor de insulina humana de entre 200 a 400 mg/litro de 
f ermentacion, considerados como muy adecuados para la 
produccion industrial . 

La cadena codificante del gen del precursor de la 
insulina humana se obtuvo por sintesis empleando la 
reaccion en cadena de la polimerasa 

La metodologia de sintesis de genes tiene la 
ventaja de ser rapida y de permitir la eleccion de los 
codones mas utilizados por el hue sped de expresion 
seleccionado . 

Este procedimiento consistio en la sintesis quimica 
de un conjunto de oligonucleotides que componen la 
secuencia entera de ambas cadenas del ADN de los 
precursores seleccionados . Poster iormente se llevo a cabo 
la ligacion de los pares de oligonucleotides 
complementarios. Para evitar los problemas asociados con 
eventos de hibridizacion cruzada entre los 

oligonucleotides, se utilizo un metodo de PCR que permitio 
completar el procedimiento en un solo dia. 




templado central. Se emplearon oligonucleotides que se 
localizan en el centro de la secuencia a ser construida 
siendo complementar ios uno con el otro en sus extremos 3' . 
Este apareamiento posee una Tin especifica para cada par de 
oligonucleotidos. 

Posteriormente, se realizo la elongacion por PCR y 
se relleno cada fragmento a partir del extremo 3' , 
obteniendose finalmente una doble cadena completa. 

Una alicuota de la mezcla de PCR se utilizo en un 
segundo evento de PCR luego de la adicion de los cebadores 
correspondientes . 

Se continuo posteriormente el procedimiento con 
pares de cebadores adecuados hasta obtener el producto 
final . 

Una vez obtenidos los fragmentos de ADN que 
codifican al precursor de insulina humana, los mismos 
fueron incorporados al vector pPIC9 (Invitro) . Una vez que 
ambas entidades fueron ligadas se caracterizo el vector 
recombinante en ensayos con enzimas de restriccion. Algunos 
de los vectores recombinantes, tornados al azar fueron 
secuenciados segun el metodo de Sanger empleando el Kit 
Sequenace V 2.0. Los cebadores utilizados para la 
secuenciacion de la hebra 5' -3' fueron 5' AOX1 y Factor a y 
para la hebra 3' -5' se utilizo el cebador 3' AOX1, ambos 



provistos por Invitrogen. Los resulTT5?Tbs 
secuenciacion corroboraron, en el vector, que la 
de la proinsulina era la correcta. 



de ' la 



secuencia 



Al nuevo vector formado se lo denomino pPIC9-Ib. 
(Figura 1) 

El vector fue digerido con una enzima de 
restriccion dando origen a dos fragmentos de ADN, el 
fragmento que contenia a la construccion de ADN de la 
invencion fue el utilizado para transformar a las levaduras 
metilotrof icas . Dicha construccion de ADN comprende un 
promotor que responde al metanol correspondiente al gen AOX 
I de las levaduras metilotrof icas; una secuencia de ADN que 
codifica para una secuencia serial; un gen de un precursor 
de la insulina humana; la secuencia serial de la 
finalizacion de la transcr ipcion y el gen HIS4 que codifica 
para la histidinol dehidrogenasa todos contenidos entre los 
extremos 5' y 3' del gen AOX I. 

En la presente invencion se pueden utilizar para 
transformar levaduras cualquier vector lineal o circular de 
interaccion sitio especifica si$ alterar el sentido de la 
misma . 

En la construccion de ADN de la invencion se puede 
utilizar cualquier secuencia serial que permita exportar 
apropiadamente al precursor de insulina. Pref erentemente se 



puede utilizar la secuencia serial de v a : tew a de 5. 
Cerevisiae que es un peptido compuesto por 13 residuos de 
aminoacidos . La secuencia serial de la MFa posee un sitio de 
corte para proteasas determinado por la secuencia de 
aminoacidos Lys-Arg-Glu-Ala . Durante el proceso de clonado 
en pPIC9 del gen de un precursor de insulina este puede ser 
pref erentemente insertado en el sitio Xho I que elimina a 
los residuos -Glu-Ala- quedando de esta manera el comienzo 
del inserto del gen de un precursor de insulina 
inmediatamente a continuacion del sitio de remocion de 
proteasas ( Figura 1) . El clonado en el sitio Xho I permite 
obtener un precursor liberado al medio de cultivo carente 
de aminoacidos remanentes, simplif icando de esta manera las 
etapas de purificacion de la insulina humana . 

Existen en las levaduras diversos genes 
respondedores al metanol. La expresion de cada uno de estos 
genes esta controlada por regiones 5' regulatorias 
respondedoras al metanol conocidas como promotores. 
Cualquiera de tales secuencias 5' regulatorias son 
adecuadas para utilizarse como promotores en la 
construccion de ADN de la ir\vencion. Los ejemplos de 
regiones regulatorias, incluyen pero no estan limitadas al 
promotor del gen primario de la. enzima alcohol oxidasa de 
Pichia pastoris (A0X1), al promotor del gen secundario de 
la enzima alcohol oxidasa II (A0X2), al promotor del gen de 



la. dihidroxiacetona sintetaza (DAS) de F?*^*&stori s, al 
promotor del gen P40 de P. Pastoris , al promotor del gen de 
la catalasa de P. Pastoris, y . al promotor GAP de la 
gliceraldehido P dehidrogenasa . Pref erentemente se puede 
emplear al promotor del gen primario de la enzima alcohol 
ox i das a de Pichia pas tori s (AOX 1) por ser este alt amen te 
eficiente para proveer elevados niveles de expresion 
genica. Resulta evidente para cualquier experto en el arte 
que cualquiera sea la eleccion del promotor o las regiones 
regulatorias caen dentro de la presente invencion, 
pudiendose utilizar pref erentemente las regiones 5' 
regulatorias que tienen la capacidad de responder a un 
medio que contiene metanol. 

Las secuencias 3' de terminacion de la construction 
de ADN de la presente invencion son aptas para finalizar, 
poliadenilar y estabilizar el ARNm codificado por el gen de 
del precursor de insulina. Se pueden utilizar secuencias de 
terminacion caracteristicas de las familias de levaduras 
metilotrof icas , pref erentemente secuencias 3' de 
terminacion de Pichia pastoris . 

La construccion de ADN tambien contiene un gen de 
un marcador seleccionable . Para estos propositos se puede 
emplear cualquier gen marcador de seleccion que sea 
funcional en levaduras metilotrof icas que incluye pero no 
esta limitado a cualquier gen que le confiera a la levadura 
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metilotrofica un fenotipo seleccionable ^cgt^s^permita 
seleccionar positivamente a las levaduras transf ormadas con 
la construction de ADN de la invencion. Es un marcador 
apropiado cualquier sistema que utilice una cepa huesped de 
P. Pas-tor is mutante auxotrofica y el gen de tipo 
biosintetico salvaje que complementa el defectos del 
huesped. Pref erentemente se puede utilizar al gen HIS4 que 
codifica para la histidinol dehidrogenasa y la cepa mutante 
auxotrofica . 

La construccion de ADN de la invencion utilizada 
para transf ormar levaduras metilotrof icas tiene la 
caracter istica de insertarse en el genoma de la levadura 
huesped por recombinacion homologa con los extremos 5' y 3' 
del gen endogeno AOX 1 de la levadura, donde dicho gen 
endogeno es reemplazado por la construccion de ADN de la 
invencion . 

La construccion de ADN de la invencion puede ser 
insertada en cualquier vector funcional en bacterias 
(vector quimerico) , donde los vectores incluyan marcadores 
de seleccion y sitios de replicacion adecuados para 
bacterias. Estos vectores pueden, encontrarse bajo la forma 
circular formando plasmidos de replicacion extracromosomal 
dentro de la bacteria. Multiples copias de la construccion 
de ADN de la invencion podrian encontrarse incorporadas a 
dicho vector. 



Las construcciones de ADN de la invencion se 
utilizan para transformar levaduras iuetilotrof icas de 
acuerdo con cualquier metodo estandar de transf ormacion de 
levaduras. Ejemplos de metodos de trans f ormacion incluyen 
pero no estan limitados a electroporacion, produccion de 
esf eroplastos, trans f ormacion con cloruro de litio y 
transf ormacion con PEG 1000, pref erentemente se pueden 
utilizar los metodos de produccion de es f eroplastos y de 
electroporacion. La transf ormacion con la construccion de 
ADN se puede llevar a cabo con la construccion de ADN 
dispuesta en forma linear o circular. La construccion de 
ADN esta dirigida al gen bianco del genoma de la levadura 
por secuencias flanqueantes que tienen una homologia 
suficiente con el gen bianco para que la construccion de 
ADN se integre al sitio al cual fue dirigida. En una 
realizacion preferida por lo menos una copia de la 
construccion de ADN de la invencion se integra al genoma 
del huesped en la orientacion correcta. 

Es posible emplear cualquier cepa de levaduras 
iuetilotrof icas . Ejemplos de levaduras met ilotrof ocas 
incluyen pero no estan limitados a los generos Pichia, 
Torulopsis r Hansenula y Candida, pref erentemente se puede 



utilizar la cepa de Pichia pastoris GS115 
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que posee el gen HIS4 mutado y por lo tanto es HIS". 

De todos los trans formantes que son His + la 
integracion de la construccion de ADN de la invencion 
reemplazando al gen estructural AOX 1 del genoma de la cepa 
GS115 ocurre con una frecuencia de alrededor del 5 al 35%. 
El evento de reemplazo del gen estructural AOX 1 del genoma 
de la levadura genera levaduras denominadas Mut s , que son 
sensibles a la utilizacion de metanol como fuente de 
carbono. Cualquier experto en el arte puede entender que la 
construccion de ADN de la invencion puede tambien 
integrarse por alguno de sus extremos 5' o 3' dentro del 
gen AOX 1 generando levaduras Mut r que son resistentes a la 
utilizacion de metanol como fuente de carbono debido a que 
conservan al gen AOX 1 funcional; la construccion de ADN 
podria tambien integrarse al genoma de la levadura por 
recombinacion con el gen His de la levadura cuya secuencia 
tambien se encuentra en la construccion de ADN de la 
invencion o la construccion de ADN podria integrarse en 
varios sitios del genoma de la levadura sin limitar el 
alcance de la invencion. 



construccion de ADN de la invencion son seleccionados por 
cualquier metodo conocido en el arte, pref erentemente se 
realizan exper imentos de replica en placas que permitan 



Posteriormente, 



los 



clones 



trans formados 



con 



la 



distinguir 




Alternativamente, se pueden seleccionar los clones 
productores empleando tecnicas inmunoquimicas. 

Cada uno de los clones Mut 3 y Mut r seleccionados por 
los metodos antes mencionados fueron sub clonados y 
aislados como clones puros. De todos los clones 
seleccionados se eligieron aquellos que producian 
cantidades adecuadas del precursor de insulina. Se los 
caracterizo y se analizo el numero de copias de la 
construccion de ADN de la invencion. Se detectaron varios 
clones que producian cantidades adecuadas del precursor de 
insulina, siendo algunos de ellos Mut 3 y otros Mut r . 

Dos de estos clones fueron empleado para someterlos 
a un segundo evento de transf ormacion denominado aqui 
tambien como retransf ormacion . 



En otra realizacion de la invencion la secuencia de 
nucleotides que codifica a un precursor de insulina fue 
amplificada por PCR, aislada y clonada en el vector pPICZocA 
en el sitio de multiclonado especialmente disenado, 
obteniendose un vector denominado pPICZaA-Ib (Figura.2) . 
Dicha vector' contiene una nueva construccion de ADN 
(segunda construccion de ADN) que comprende un promotor que 
responde al metanol del gen AOX 1 de las levaduras 
metalotrof icas; una secuencia de ADN que codifica una 
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secuencia serial, el gen de un precursor de la :si =3!Treulina, una 
secuencia senal de finalizacion de la transcripcion y un 
gen de seleccion diferente al utilizados en la primera 
construccion de ADN de la invencion. 

Se puede utilizar cualquier,- secuencia senal que 
permita apropiadamente la secrecion del precursor de 
insulina. Ejemplos de secuencias senales incluyen pero no 
estan limitados a las secuencias serial de MFa del S. 
Cerevisiae y la secuencia senal de fosfatasa alcalina, 
pref erentemente se puede utilizar la secuencia senal de la 
MF a del S. Cerevisiae que corresponde a un peptido de 13 
residuos de aminoacidos. Durante el proceso de clonado del 
gen que codifica al precursor de insulina en el plasmido 
pPICZaA dicho gen se inserto en el sitio Xho I que elimina 
a los residuos -Glu-Ala- quedando de esta manera el 
comienzo del gen de un precursor de insulina inmediatamente 
a continuacion del sitio de remocion de proteasas . Este 
diseno de clonado permite que el precursor liberado al 
medio de cultivo se encuentre carente de aminoacidos 
remanentes del .peptido senal, evitando una etapa en la 
secuencia de purificacion de la ipsulina humana . 

Cualquier secuencia 5' regulatoria es adecuada para 
utilizarse como promotor en la segunda construccion de ADN 
de la invencion. Los ejemplos de regiones regulatorias, 
incluyen pero no estan limitadas al promotor del gen 



primario de la enzima alcohol oxidasa de Pichia pastoris 
(AOX I), al promotor del gen secundario de la enzima 
alcohol oxidasa II (AOX II)/ al promotor del gen de la 
dihidroxiacetona sintetaza (DAS) de P. Pastoris, al 
promotor del gen P40 de P. Pastoris , al promotor del gen de 
la catalasa de P. Pastoris y a al promotor GAP del gen de 
la gliceraldehido dehidrogenasa . Pref erentemente se puede 
emplear al promotor del gen primario de la enzima alcohol 
oxidasa . de Pichia pastoris (AOX 1) por ser este altamente 
eficiente para proveer elevados niveles de expresion 
genica. Resulta evidente para cualquier experto en el arte 
que cualquier eleccion del promotor o las regiones 
regulatorias adecuadas caen dentro de la presente 
invencion. Se pueden utilizar pref erentemente las regiones 
5' regulatorias que son capaces de responder a un medio que 
contiene metanol . 

Las secuencias 3' de terminacion de la segunda 
.construccion de ADN de la presente invencion son aptas para 
finalizar, poliadenilar y estabilizar el ARNm codificado 
por el gen del precursor de insjalina. Se pueden utilizar 
secuencias de terminacion caracteristicas de las familias 
de levaduras metilotrof icas, pref erentemente secuencias 3' 
de terminacion de Pichia pastoris . 



La segunda construccion de ADN de^TS invencion 
tambien contiene un gen de un marcador seleccionable ♦ Para 
estos propositos se puede emplear cualquier gen marcador de 
seleccion que sea funcional en levaduras metilotrof icas 
pero diferente del utilizado en la transf ormacion anterior, 
pref erentemente se puede utilizar al gen de la zeocina que 
codifica resistencia al antibiotico zeocina. 

El nuevo vector para la retrans f ormacion de las 
levaduras puede comprender una unica copia o multiples 
copias de la segunda construccion de ADN de la invencion. 
Cualquier metodo para la obtencion de un vector con 
multiples copias puede ser empleado, pref erentemente se 
puede emplear un metodo que comprenda una estrategia de 
clonado de multimeros, generandose un vector con multiples 
copias de la segunda construccion de ADN de la invencion, 
pref erentemente que contenga entre 2 y 18 copias de dicha 
construccion de ADN. 

Los nuevos vectores recombinantes aislados. se 
caracter izaron mediante el analisis con enzimas de 
restriccion. Los vectores recombinantes fueron secuenciados 
y se corroboro la correcta posici,6n dentro del vector de la 
secuencia que codifica al precursor de insulina y al 
peptido serial; y se corroboro el numero de copias del gen 
de interes. 



Los nuevos vectores se utilizaron" 2 * 8 ^^ la 
retransf ormacion de las levacluras. Se pueden emplear 
vectores que contengan entre 1 y 18 copias del gen de un 
precursor de insulina. Pref erentemente se puede utilizar un 
vector que contenga una unica copia de la segunda 
construccion de ADN de la invencion. Dicho vector 
recombinant e puede ser linearizado por digestion con una 
enzima de restriccion o puede ser utilizado en la forma 
circular para retransf ormar las celulas de levaduras. 
Pref erentemente se utiliza al vector linearizado para la 
realizacion del segundo evento de trans f ormacion en los 
clones Mut 3 obtenidos en la etapa de transf ormacion 
anterior . 

Cualquier metodo conocido en el arte para la 
trans f ormacion de levaduras puede ser utilizado en la 
retrans f ormacion, que incluye pero no esta limitado a 
formacion de esf eroplastos, electroporacion, trans f ormacion 
con PEG 1000 y trans formacion con cloruro de litio. 
Pref erentemente se puede utilizar un metodo seleccionado 
entre el metodo de trans formacion de esf eroplastos y 
electroporacion . 

Cualquier experto en el arte puede entender que 
para la realizacion del segundo evento de transf ormacion se 
pueden emplear vectores con una o multiples copias del gen 
de interes y donde dicha etapa de retransf ormacion se puede 
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realizar empleando cualquier metodo de t r afe &feorfefegrc i 6 n de 
levaduras sin alterar el alcance de la presente solicitud. 

El vector linearizado con la construccion de ADN de 
la invencion utilizado para ret rans f ormar los clones de 
levaduras metilotrof icas productores del precursor de 
insulina puede tener pref erentemente la caracteristica de 
insertarse al genoma del huesped en un unico sitio, 
generando pos teriormente in vivo multiples copias genomicas 
: . Los clones retransf ormados fueron adecuadamente 
seleccionados empleando cualquiera de los metodos conocidos 
para realizar dobles selecciones de levaduras, 
pref erentemente se puede emplear una doble seleccion en un 
medio carente de histidina y con zeocina. 

Los clones positivos seleccionados se aislaron, 
purificaron; y se caracterizaron las secuencias integradas 
al genoma de las levaduras. La presencia en el ADN total de 
los clones de levaduras retrans f ormados de las 
construcciones de ADN de la presente invencion se 
determinaron empleando el metodo de Southern blot y 
mediante un analisis genomico por PCR. El numero de copias 
de la construccion de ADN de 1$ invencion presente en el 
genoma de las levaduras se determino empleando el metodo 
conocido como Dot Blot y mediante el metodo de analisis del 
numero de copias por PCR. 



De todos los clones caracteri zados se'"*selecciono 
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pref erentemente al clon Bl,3.3 depositado el 25 de -Julio 
del 2000 en el American Type Culture Collection (ATCC) bajo 
el numero de deposi to . PTA-22 60 que contenia una copia de la 
primera construccion de ADN de la invencion y 13 copias de 
la segunda construccion de ADN de la invencion, donde dicho 
clon es es Mut 3 , es resistente a la zeocina y puede crecer 
en un medio libre de histidina. 



siguientes caracteristicas : clon CI, 46: de fenotipo Mut r 
donde la integracion de la primera construccion de ADN de 
la invencion fue en el gen His de la levadura, conteniendo 
5 copias de la construccion de ADN y donde dicho clon fue 
sometido a un unico evento de transf ormacion; clon C2,7: de 
fenotipo Mut s , conteniendo una unica copia de la 
construccion de ADN y donde dicho clon fue sometido a un 
unico evento de trans f ormacion; Clon 25: de fenotipo Mut r , 
conteniendo 6 copias de la construccion de ADN, la 
integracion de la construccion fue en el gen AOX 1 de la 
levadura y donde dicho clon fue sometido a un unico evento 
de transf ormacion; Clon V8,10.1j de fenotipo Muts con 8 
copias generadas in vitro de la segunda construccion de ADN 
de la invencion y donde dicho clon surge luego de un evento 
de retransf ormacion de un clon que contiene por lo menos 
una copia de la primera construccion de ADN. 



Se aislaron otros clones productores con las 
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Todas le cepas transf ormadas y^^cs££sSffs f ormadas 
seleccionadas por presentar los rasgos fenotipicos y 
geneotlpicos deseados fueron cultivadas en frascos 
erlenineyers . Las colonias y cepas que resultaron de interes 
se seleccionaron para ser cultivadas en f ermentadores . 

Para la produccion a gran escala de los precursores 
de insulina se utilizaron los metodos y procedimientos 
tipicos para levaduras metilotrof icas, pref erentemente las 
f ermentaciones se realizaron cultivando en una primera 
etapa las cepas de levadura en un medio con exceso de una 
fuente de carbono no inductora como glicerol. En esta etapa 
la expresion de las construcciones de la invencion con el 
gen que codifica a un precursor de la insulina humana esta 
totalmente reprimida, generandose una importante biomasa 
sin produccion del gen de interes. Pos teriormente a este 
periodo de crecimiento se hicieron crecer las celulas 
pref erentemente bajo condiciones limitantes de metanol con 
o sin otra fuente de carbono para inducir la expresion del 
gen de interes contenido en las construcciones de ADN de la 
invencion. Dichas construcciones de ADN fueron capaces de 
conducir la expresion del gen qye codifica un precursor de 
la insulina humana en respuesta al metanol y fueron capaces 
de liberar al medio de cultivo signif icativas cantidades 
del precursor, en cantidades suficientes y adecuadas para 
su empleo a escala industrial. 



Esta invencion se encuentra mejor i lustfFatRT segun 
los siguientes ejemplos, los cuales no deben ser 
interpretados como una limitacion impuesta al alcance de la 
misma. Por el contrario, debe entenderse claramente que 
puede recurrirse a otras realizaciones, modif icaciones y 
equivalentes de la misma que luego de leerse la presente 
descripcion, puede sugerir a aquellos entendidos en el tema 
sin apartarse del espiritu de la presente invencion y/o 
alcance_.de las reivindicaciones anexas . 

EJEMPLOS 
E jemplo 1 . 

Construccion del precursor de insulina 

Se realizo la construccion de un precursor de 
insulina mediante la reaccion en cadena de la polimerasa 
(PCR) , utilizando codones humanos: 

Las condiciones de PCR fueron llevadas a cabo de 
acuerdo a lo detallado por ( A Method for Synthesizing 
Genes and cDNAs by Polymerase Chain Reaction. Di Donato, . 
Alberto y col. Analytical Biochemistry. 212:291-293; 

1993) f modificando las temperatui;as de anillado (templado) 
de acuerdo a las Tm de cada ol igonucleotido . 

Cebadores : 



SEQ ID: N°l: 5 ' -TCACACCTGG TGGAAGCTCT CTACCTAGTG 



TGCGGG 



-3 ' 



SEQ ID: N°2: 



5'- 



GGTCTTGGGT GTGTAGAAGA AGCCTCGTTC 



CCCGCACACT AGGTA-3 ' 



SEQ ID: N° 3: 5'- TTTGTGAACC AACACCTGTG CGGCTCACAC 



CTGGTGGAA 



-3' 



SEQ ID: N°4: 5'- 



GCTGGTACAG CATTGTTCCA CAATGCCACG 



CTTGGTCTTG GGTGT 



-3' 



SEQ ID: N° 5: 5 ' -CTAGTTGCAG TAGTTCTCCA GCTGGTAGAG 



GGAGCAGATG CTGGTACAGC A T-3 ' 



Producto final: 

SEQ ID: N° 8: 5'- TTTGTGAACC AACACCTGTG CGGCTCACAC 
CTGGTGGAAG CTCTCTACCT AGTGTGCGGG GAACGAGGCT TCTTCTACAC 
ACCCAAGACC AAGCGTGGCA TTGTGGAACA ATGCTGTACC AGCATCTGCT 
CCCTCTACCA GCTGGAGAAC TACTGCAACT AG -3' 



Ejemplo 2 

Construccion de un precursor de insulina mediante la 
reaccion en cadena de la polime^rasa (PCR) con los codones 
mas utilizados por Pichla pastorls . 
Cebadores : 

SEQ ID: N°- 9: 5 ' -ACTTGGTTGA AGCTTTGTAC TTGGTTTGTG 
GTGAAAGAGG TTTCTTCTAC-3 ' 



(precursor de insulina complete) 



SEQ ID N° 10: 5 ' -AGAAGTACAA CATTGTTCAA CGATACCTCT 
CTTAGTCTTT G GAG T G TAG A -3' 

SEQ ID:N° 11: 5 ' -ACACTTGTGT GGTTCTCACT TGGTTGAAGC 

TTT-3 ' 

SEQ ID:N° 12: 5'- TTACTCGAGT TAGTTACAGT AGTTTTCCAA 
TTGGTACAAA GAACAGATAG AAGTACAACA TTGTTC -3' 

SEQ ID: N° 13: 5 ' -CCGCTCGAGA AGAGATTTGT TAACCAACAC 
TTGTGT -3' 

El producto obtenido contiene la 
secuencia : 

SEQ ID: N° 14: 

5 ' -TTTGTTAACC AACACTTGTG TGGTTCTCAC 
CTTTGTACTT GGTTTGTGGT GAAAGAGGTT TCTTCTACAC 
AAGAGAGGTA TCGTTGAACA ATGTTGTACT TCTATCTGTT 
AT T G G AAAAC TACTGTAACT AA-3' 

Las condiciones de PCR fueron identicas a las del 
E j emplo 1 . 



siguiente 

TTGGTTGAAG 
TCCAAAGACT 
CTTTGTACCA 



1- La veintava parte del, producto obtenido en cada 
PCR fue utilizado coino templado para el evento siguiente. 

2- El producto de la PCR final fue purificado por 
una columna microspin S300 (Amersham) y digerido con la 
enzima de restriccion Xho I. 
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El producto de la digestion fue liga3^KSS¥T"en el 
vector pPIC9 previamente digerido con la misma enzima de 
restriccion. 

3- Para la deteccion de clones recombinantes y la 
correcta orientacion del inserto se realizo una digestion 
con la enzima de restriccion Hpa I. 



Ejemplo 3 

Construction del Factor a con los codones de mayor uso en 
Plchla pastorls 

Se clono por esta misma tecnica la secuencia de 
nucleotidos correspondiente a la secuencia lider o peptido 
serial . 



Los cebadores empleados fueron: 

5'-CGCGGATCCA AAC CAT GAGA TTCCCATCTA TCTTCACTGC 
TGTTTTGTTC GCTGCT -3' 



5"- GTTTTGTTCG CTGCTTCTTC TGCTTTGGCT GCTCCTGTTA 
AC AC T AC T AC TGAAGACGAA ACTGCTCA-3' 

* 

5 ' -ACGTCGAAGT CACCTTCCAA G T C AG AG T AA C C GAT AAC C G 
CTTCAGCTGG GATTTGAGCA GTTTCGTCTT C -3' 



5 ' -GATGAACAAC AAACCATTAT TAGTAGAGTT 
AAAAC AG C AA CGTCGAAGTC ACCTTC -3' 



AGAGAAAGGC 



5'-CCGCTCGAGA GAAACACCCT CTTCCTTAGC AG C G AT AG AA 
GC GAT AG TAG TGTTGATGAA CAACAAACCA TT -3' 



El producto final tiene la secuencia: 
SEQ ID N° 20 

5 ' -AT GAG AT T C C CATCTATCTT CACTGCTGTT 

CTTCTTCTGC TTTGGCTGCT CCTGTTAACA CTACTACTGA 

GCTCAAATCC CAGCTGAAGC GGTTATCGGT TACTCTGACT 

CTTCGACGTT GCTGTTTTGC CTTTCTCTAA CTCTACTAAT 

TGTTCATCAA C AC T AC TAT C GCTTCTATCG CTGCTAAGGA 
TCTCTCGAGA AG AG AG AG G C TGAAGCA-3 ' 



TTGTTCGCTG 
AGACGAAACT 
TGGAAGGTGA 
AATGGTTTGT 
AGAGGGTGTT 



El clonado del MFa y el precursor de insulina con 
codones de mayor uso en Pichia pastoris: 

1- Se reemplazo el peptido senal de pPIC9 por 

peptido senal con codones ,de Pichia pastoris . Se 

digirio pPIC9 con las enzimas de restriccion BamHI y 
Xhol 



2- Se separo en gel de agarc5§^^^^^3, 8% los 
fragmentos digeridos y se recupero del fragmento de 
7780 bp. 

3- Se digirio el producto de PCR SEQ ID: N° 20 
con las mismas enzimas de restriccion utilizadas en 1 y 
se ligo con el fragmento extraido en 2. 

4- Se digirio el vector obtenido en 3 y el 
fragmento de PCR SEQ ID N° 14 con la enzima de 
restriccion Xhol, y poster iormente se ligo. 

5- Se detectaron los recombinantes con la 
correcta orientacion del inserto del precursor de 
insulina unido con la enzima de restriccion Hpal . 

E jemplo 4 : 

Clonado del gen del precursor de insulina en el vector de 
levaduras pPIC9 

Se amplifico el fragmento de ADN que codifica al 
precursor de insulina mediante PCR, utilizando como 
templado a la SEQ N° 8 obtenida previamente y como 
cebadores a las siguientes secuencias: 

SEQ N°15. 5' - GGGGATQCAT ATGCTCGAGA AAAGATTTGT 
GAACCAACAC CT GT-3' . 

SEQ N°16. 5' - TTAGAATTCC CGGGTCTAGT TGCAGTAGTT CT 

-3' . 
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El producto de PCR obtenido f^^^g33^if icado 
empleando el Kit DNA Clean Up System (Promega) y de acuerdo 
a las ins trucciones del fabricante. 

Se transformo a la cepa JM-109 de E. coli con el 
vector pPIC9. 

Posteriormente, se extrajo el ADN plasmidico 
mediante el uso del kit Wizard plus miniprep DNA 
purification system (Promega) . 

Se digirieron vector e inserto con las enzimas de 
restriccion Xho I y Eco RI y se ligaron ambas moleculas 
segun protocolos convencionales ) . 

Se utilizo 5 pi del producto de ligacion para 
transformar a 100 pi de bacterias competentes 
correspondientes a la cepa de E. coli. JM-109 segun 
protocolos convencionales. 

Se extrajo el ADN de las colonias resistentes a 
ampicilina por el metodo descripto precedentemente . 

200 ng de ADN de cada muestra fueron digeridos con 
5 U de la enzima de restriccion Alw NI o con 5 U de las 
enzimas Xho I y Eco RI . 

Las colonias conte^iiendo los plasmidos 

recombinantes fueron crecidas y el ADN plasmidico fue 
extraido y purif icado. 

Posteriormente se secuencio el ADN del plasmido. 
Los cebadores utilizados en la secuenciacion de la hebra 5' 
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- 3' fueron: 5' AOX1 y a- Factor. La H£bra,-3^ Jy 5' fue : 
secuenciada con el cebador 3' AOX1 (secuericias provistas 



por el Kit de Invitrogen, denominadas 3'AOXl, 5'AOXl y a- 
Factor) . 

El ADN requerido para estas secuenciaciones fue 
purificado a partir de un Kit miniprep SV (promega) . Se 
emplearon entre 3-5 \iq de ADN por secuenciacion y el 
protocolo empleado es el sugerido por el Kit de Amersham. 

Ejemplo 5: Estrategia de clonado del precursor de insulina 
en el vector de levaduras pPICZocA. 

En el ejemplo se muestra la clonacion en pPICZocA de 
una copia del gen que codifica al precursor de insulina 
humana . 

El vector escogido es el pPICZaA cuyo map a general 
se muestra en la Figura 2. Este vector posee 2 sitios de 
corte para la enzima de restriccion Xhol, un sitio ubicado 
en el sitio de multiples cortes para enzimas de restriccion 
(1185) y el otro en la posicion 1247. La enzima Xhol se 
utilizo para digerir el vector y clonar el gen de interes 
segun el siguiente protocolo: 



PICZocA 

buffer Neb2 (10 X) 
H 2 0 



10 \xl ( = 2 jig) 

4 |il 
23,6 |il 
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BSA (100 X) 

Xho I 2 |il (40 U) 

La digestion se llevo a cabo a 37°C durante 6 hs . 
40 \il del producto de la digestion se pasaron por 

una columna microspin HR S-200 (Amersham) 

Posteriormente, se realizo la desf osf atacion con 

fosfatasa alcalina intestinal o CIP segun el siguiente 

protocolo : 



PICZaA (digerido) 40 \xl 

buffer NebCIP(lOX) 5 (il 

H 2 0 4 ill 

CIP 1 ixl 



La reaccion se llevo a cabo a 37°C durante 30 
minutos . Finalmente, la reaccion se detuvo por calor (75°C, 
10 minutos) y se purifico el ADN pasando ia muestra por una 
columna microspin HR S-400. 

Preparacion del inserto 

El precursor de insulina fue amplif icado por PCR 
utilizando las mismas condiciones, empleadas en el ejemplo 4 
correspondiente al clonado de esta secuencia en el vector 
pPIC9, con los cebadores: 

SEQ ID: N° 15: 5'- GGGGATCCAT ATGCTCGAGA AAAGATTTGT 
GAACCAACAC CTGT-3 ' 




SEQ ID: N° 17 : 5 ' -TCACTCGAGC GGTCTAGTTG 

CAGTAGTTCT- 3 ' 

Los 50 ul del producto de PCR fueron purificados 
por una colurnna microspin HR S-200. Se los digirio durantes 
6 horas de acuerdo al siguiente protocolo: 

Productos de PCR 

600 ng). 

buffer Neb2 (10 X) 
H 2 0 

BSA (100 X) 
Xho I 

U) 

La digestion se detuvo con calor (65°C, 
y los productos de la digestion se purificaron 
microspin HR S-200. 

Para ligar el fragmento correspondiente al 
precursor de insulina con el vector pPICZocA se llevo a cabo 
el siguiente protocolo: 

El vector y el inserto, fueron digeridos con Xho I 
y nuevamente cuantif icados para hacer la ligacion. La 
ligacion se llevo a cabo con 100 ng de vector en cada 



40 ul ( = 

5 |il 
3 \il 
0,5 [il 
1,5 |*1 (40 

20 minutos) 
por colurnna 



evento, utilizandose las siguientes relaciones molares 
vector/inserto 1:1, 1:3, 1:6 y 1:0 (control negativo) . 

Se transformo con 5 yil de cada una de las 
relaciones anteriores bacterias E. coli de la cepa Top 10 
( Invitrogen) . 

En la placa correspondiente a la relacion 1:3 se 
obtuvieron 13 colonias vs 6 colonias en el control 
negativo. Se picaron las 13 colonias en tubos con 1,5 ml de 
medio LB para hacer minipreps convencionales . 

Los ADNs. obtenidos fueron digeridos con la enzima 
de restriccion AlwNI para determinar el numero y 
orientacion de los recombinantes obtenidos. 

Se obtuvieron 7 colonias recombinantes, 2 en la 
orientacion correcta, obteniendose el vector pPICZaA lb 
( Figura 2 ) . 

Se utilizo el ADN de una de las colonias para 
transformar a la cepa TOP10. 



Ejemplo 6: 

Estrategia de clonado de multimeros del precursor de 
insulina humana un vector de lev % aduras 

En el ejemplo se describe la obtencion de un 
multicassette conteniendo multiples copias del gen que 
codifica al precursor de insulina en el vector pPICZocA lb 
obtenido en el ejemplo 5. 
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El procedimiento seguido para^^sgfe££erier la 
construccion con dos copias del gen de interes es el 
descripto a continuacion como protocolo de generacion de 
multimeros in vitro de acuerdo con las ins trucciones 
detalladas provistas por el fabricante (Invitrogen) 

Se realizaron dos digestiones: 

Digestion 1: pPICZocA lb con Bam HI 

Digestion 2: pPICZaA lb con Bam HI y Bgl II. 

Se recupero el cassette de expresion a partir de un 
gel de agarosa. 

Se ligo el cassette Bgl II-BamHI conteniendo una 
copia del gen del precursor de insulina con el producto de 
la digestion 1 y se transf ormaron bacterias de E. Coli 
ToplO. 

Se extrajo el ADN plasmidico y se analizo por mapeo 
de restriccion la presencia de recombinantes . 

A partir del mapeo de restriccion con Bgl II y Bam 
HI se pudieron diferenciar los dos tipos de 
conf iguraciones . Se seleccionaron para continuar el 
procedimiento aquellas que se presentaban en tandem 
directo. Mediante este procedimiento se genero un vector 
denominado pPICZcxA Ib2 con los extremos Bgl II y Bam HI 
compatibles para la ligacion, pero que al ser ligados ambos 
sitios se destruyen. 
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El protocolo de generacion de mul t'auj^^^^J.n vitro 
fue nuevamente empleado reemplazando al vector pPICZaA lb 
por el vector pPICZaA Ib2, obteniendose asi el vector 
pPICZaA Ib4 (vector con las 4 copias del gen en tandem 
directo) . 

Finalmente, se genero un vector pPICZaA Ib8 a 
partir del anterior protocolo reemplazando al vector 
pPICZaA lb por el vector pPICZaA Ib4 . 

Para la obtencion del cassette Bglll-BamHI se 
digirieron 4 |ig de DNA con ambas enzimas a la vez a 37°C, 
durante toda la noche . Luego, se corrio un gel con 0,8% de 
agarosa (Promega) . De esta forma se separo el cassette con 
los multimeros del resto del vector. Para purificar el 
fragmento de ADN de la agarosa se escindio la banda 
correspondiente del gel y se la purified segun protocolo 
del Kit Clean-up de Promega. 

Los clones recombinantes siempre se detectaron con 
la enzima AlwNI . 



E jemplo 7 : 

Transf ormacion de Levaduras : 

La cepa elegida para la transf ormacion fue Pichia 
pastoris GS115 (His4) (Invitrogen) . 

El procedimiento de transf ormacion se realizo de 
acuerdo con los protocolos del Manual de Instrucciones 



(Pichia Expression Kit; Version G 161219, 25-0043) 
provisto por Invitrogen. 

Procedimien to de transformacion a traves de 
esf eroplastos : Para cada evento de transformacion se 
utilizaron 100 ul de la preparacion de esf eroplastos 
(descripta por Invitrogen) a la que se le adiciono 10 ug de 
ADN (pPIC9-Ib) . Se incubo durante 10 minutos a T° ambiente. 
Durante el trans curs o de la incubacion se preparo 1 ml de 
una solucion 1 : 1 PEG/CaT que f ue adicionada a la solucion 
de celulas y ADN. Se homogeneizo y se incubo durante 10 
minutos a T° ambiente. 

Luego de una etapa de centrif ugacion a 750 x g 
durante 10 minutos se resuspendio el pellet celular en 150 
ul de medio SOS y se dejo durante 20 minutos a T° ambiente. 

Se adicionaron. 850 ul de 1M de sorbitol y se 
procedio al plaqueado de las celulas con agarosa. 

Se mezclaron diversos volumenes (100 a 300 ul) de 
esf eroplastos trans formados con 10 ml de RD molten agarosa 
que se vertieron sob re placas contenierido medio RDB . Cada 
muestra fue realizada por duplicado. 

Las placas fueron incubadas a 28-30 °C durante 4 
- 6 dias. Se tomaron muestras y se determino la viabilidad 
celular cultivando las celulas de levadura en un medio RDHB 
que "contiene histidina. 



Ejemplo 8: 

Seleccion y aislamiento de las levaduras recombinantes 

Las trans formaciones de las levaduras de la cepa 
Pichia pastoris GS115 con el vector pPIC9 digerido con Bgl 
II favorecen la recombinacion en el locus AOX I. El 
reemplazo del gen estructural alcohol oxidasa (AOX I) 
ocurre con una frecuencia del 5 - 35% de los transf ormantes 
His*. 

Mediante un experimento de replica en placa sobre 
un medio minimo conteniendo dextrosa (MD) y medio minimo 
conteniendo metanol (MM) se pueden distinguir 

transf ormantes Mut + y Mut 3 . 

Las colonias His + provenientes de la trans formacion 
del ejemplo 7 fueron seleccionadas de acuerdo con el 
siguiente pro toco lo : 

Cada colonia fue tomada con una punta esteril y se 
lo deslizo para hacer una marca o estria sobre una placa MM 
y luego sobre una placa MD. 

En funcion de diferenciar a ambos fenotipos se 
incluyeron los controles correspondientes a GS115/His + Mut + 
y GS115/His + Mut 3 (Invitrogen) . 

Las placas se incubaron a 30°C durante 48 - 72 
horas. Este metodo permitio distinguir a los clones Mut 3 



como aquellos que crecieron normalmente 
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crecieron en la placa MM. 

Cada uno de los clones Mut 3 o Mut r seleccionados 
por este metodo fueron purificados y se aislaron clones 
puros. El aislamiento se realizo efectuando estrias de cada 
colonia en un medio minimo sin Histidina. 

Ejemplo 9: 

Retransf ormacion de los clones de levaduras obtenidos en el 
ejemplo 8. 



empleando el metodo de transf ormacion por electroporacion 
de acuerdo al protocolo sugerido por Invitrogen. En la 
transf ormacion el ADN utilizado correspondio a 20 pg del 
plasmido pPICZocA lb. 

Ejemplo 10: 

Identif icacion y aislamiento de colonias productoras del 
precursor de insulina retransf ormadas segun el ejemplo 9 

Una vez finalizada la retrans f ormacion se revelo la 
presencia de clones productores % del precursor de insulina 
mediante un metodo inmunoquimico . 



fueron esparcidas en placas conteniendo medio YPDS agar con 
lOOug/ml Zeocina. 



La retrans f ormacion de los clones 



se llevo a cabo 



Alicuotas de 50 a 600 ul de celulas transf ormadas 




Una vez que las colonias resistentes a Zeocina 
crecieron se procedio a detectar la presencia del precursor 
de insulina de acuerdo con el siguiente esquema: 

Se coloco sobre cada placa a analizar una membrana 
de nitrocelulosa de manera tal que se contactara con cada 
una de las colonias, y se la deposito en forma invertida 
sobre placas de cultivo que contenian medio BMMY/agarosa . 

Se incubaron las placas con los filtros adheridos 
durante 24 horas a 30°C. 

Luego, se retiran las membranas y se las sometio a 
una serie de lavados con una solucion de PBS/0,05% a 0/1% 
de Tween-20 durante 1 hora con regulares cambios de medio. 

Las membranas de nitrocelulosa fueron bloqueadas 
con un 5% de leche descremada en PBS/0.1% Tween -20 durante 
1 hora a 4°C. 

Luego, se incubaron las membranas con un anticuerpo 
policlonal de cobayo anti-insulina humana; durante 1 hora a 
T° ambiente, y se lavaron con una solucion de PBS/0.1% 
Tween-20 durante 30 minutos. 

Posteriormente los filtros fueron incubados con un 
anticuerpo policlonal anti IgG t de cobayo conjugado con 
peroxidasa durante 1 hora a T° ambiente y se lavaron con 
una solucion de PBS/0.1% Tween-20 durante 30 minutos. 
Finalmente se revelo la presencia de peroxidasa con una 



solucion 0,012% de H 2 0 2 ; 0,08% cie DAB; 100mM de - Tris/CIH a 
pH 7,5. 

Las colonias que resultaron positivas fueron 
identif icadas y aisladas de la placa original. 

En base a la comparacion de las intensidades de la 
reaccion se seleccionaron los clones altamente productores. 

Ejemplo 11: 

Expresion de los clones recombinantes 

Para determinar la capacidad de produccion de las 
colonias seleccionadas se realizaron experimentos de 
crecimiento e induccion con medio BMGY/BMMY. El primer 
medio de cultivo contiene glicerol que es la fuente de 
carbono utilizada por el microorganismo para producir 
biomasa. El segundo de los medios contiene metanol que es 
el inductor del promotor AOXI . 

Las colonias fueron crecidas en frascos de 
erlenmeyer en medio BMGY a 30°C hasta alcanzar una OD 6 oo n m : 
6 - 20. Posteriormente las celulas fueron centri f ugadas 
para reemplazar el medio de cultivo por BMHY en un volumen 
correspondiente a la quinta parte del utilizado en la fase 
de crecimiento.. El cultivo prosiguio durante 120 horas a 
partir del cambio de medio a una temperatura de 30°C y con 
agitacion. Cada 24 horas se adiciono un 0,5% v/v de metanol 
al 100% y se sacaron muestras para ser evaluadas por 



electrof oresis en 
15%. Cada muestra f 
y el sobrenadante 
acuerdo a protocol 
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-685; 1970) . 
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remover las celulas 
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A partir de los resultados de los geles de 
poliacrilamida se eligieron aquellos clones capaces de 
secretar un peptido con una movilidad electrof oretica 
coincidente a la del precursor de insulina de un PM de 
entre 5.800 a 5.900. 

Los clones seleccionados mostraron tener una muy 
alta expresion de la proteina. Poster iormente se realizo la 
caracteri zacion molecular del genoma de los clones 
productores . 



Ejemplo 12: 

Caracterizacion molecular de los clones recombinantes 

La extraccion de ADN de Pichia pastor is se realizo 
de acuerdo con el metodo sugerido por la guia de Invitogen. 

Analisis por Southern Blot 

Se utilizaron los procedimientos estandar de 
separacion en geles de fragmentos de ADN previamente 
digeridos con enzimas de restriccion y su posterior 




transf erencia e hibr idi zacion con sondas espeS^farS&s de 
acuerdo con protocolos estandar. 

Brevemente, se utilizo las sonda AOX que es un 
fragment© de 871 pb del promotor de A0X1 obtenido a partir 
de la digestion del vector pPICZaA con las enzimas Bglll y 
Hindi; y la sonda His que es un fragmento de 1587 pb del 
gen HIS4 obtenido por digestion del vector pPIC9 con la 
enzima MscI; y la sonda Ins que es un fragmento de 227 pb 
obtenido por PCR usando como templado el plasmido pPIC9IB 
y los cebadores correspondientes a las SEQ ID: 15 y 16. 

El ADN cromosomico fue digerido con la enzima 

Bglll . 

En los filtros hibridizados con la sonda AOX se 
observo la banda de alrededor de 1600 pb correspondiente al 
gen AOX1 endogeno, tanto en la levadura sin transformar 
GS115 como en los demas clones del tipo Mut r . En cambio 
esta banda no aparecio en los clones transf ormados Mut s . En 
todos los clones transf ormantes se observo una banda de 
5700 pb correspondiente al cassette de expresion del 
precursor de insulina bajo el promotor A0X1 y el gen HIS4, 
provenientes de la transf ormaci6n t con pPIC9-Ib digerido con 
Bglll, con distinta intensidad dependiendo esto del numero 
de copias incorporadas . En algunos clones se observaron 
otras bandas de distintos tamanos pudiendo corresponder por 
ejemplo a la perdida de los sitios Bglll por cortes 
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exonucleoliticos previos a la insercion en el crbittO'Soiiia . En 
los clones provenientes de la retransf ormacion del clon 
C2,7 con pPICZaA-Ib (clon 61,3.3) (linearizado con SacI) se 
observo, ademas de la banda de 5,7 kpb, una banda de 3,8 
kpb correspondiente a la insercion del cassette de del 
precursor de insulina bajo el promotor A0X1 y el gen de 
zeocina . 



Analisis detallado de cada clon hibridizado con la 
sonda AOX 

Pichla pastoris GS115: banda esperada de 1,6 kpb 

Clon 25: bandas esperadas de 1,6 y 5,7 kpb. 

Clon CI, 46: banda esperadas de 1,6 y 5,7 kpb mas 3 
bandas de 7,8; 7,3 y 4,8 kpb. 

Clon C2,7: banda esperada de 5,7 kpb .Ausente la 
banda de 1,6 kpb, indicando que es un transf ormante del 
tipo Mut s . 

Clon Bl/3.3: banda de 5,7 kb (insercion de C2,7) 
mas banda de 3,8 kpb correspondiente a la insercion del 
cassette de pPICZcxAIb (linealizado con SacI) 

Los mismos filtros uti^izados con la sonda AOX 
fueron rehibr idi zados con la sonda HIS. Se observo una 
banda de 2,7 kpb correspondiente al gen HIS4 endogeno tanto 
en la levadura sin transformar, GS115, como en la mayoria 
de los clones transf ormantes . Esta banda no aparecio en el 



clon CI, 46 indicando en este caso que hubo una integracion 
a nivel de este gen perdiendose los sitios Bglll del mismo. 
En todos los clones trans formantes se observo una banda de 
5700 pb correspondiente al cassette del precursor de 
insulina bajo el promotor AOX1 y el gen HIS4, provenientes 
de la transf ormacion con pPIC9-Ib digerido con Bglll, con 
distinta intensidad dependiendo esto del numero de copias 
incorporado. En algunos clones se observaron otras bandas 
de distintos tamanos pudiendo corresponder por ejemplo a la 
perdida de los sitios Bglll por cortes exonucleoliticos 
previos a la insercion en el cromosoma. 

A traves del analisis de los southern blots 
hibridados con HIS se indi viduali zo un clon con una sola 
copia del cassette de expresion el cual fue tornado como 
patron para determinar posteriormente el numero ■ de copias 
en los otros clones. 



A traves de la hibridacion de las membranas con la 
sonda de insulina se corroboro que todas las bandas 
obtenidas al hibridizar con las sonsas AOX y HIS, con 
excepcion de las correspondientqs a los genes endogenos, 
contienen el gen correspondiente al precursor de insulina. 



Analisis por la tecnica de Dot blot 

Para determinar el numero de copias de la secuencia 
del precursor de insulina de los distintos clones 
transf ormantes se empleo la tecnica de dot blot' 
hibridizando con las sondas Ins y Gap. La sonda Gap se 
empleo como patron de gen de copia unica presente en todos 
los clones. A partir de la relacion entre las sefiales 
obtenidas con ambas sondas y teniendo como referenda un 
clon de copia unica de insulina (obtenido del analisis de 
southern blot), se determine el numero de copias de 
insulina . 

El numero de copias del gen que codifica al 
precursor de insulina en cada clon fue el siguiente: 
Clon 25: 6 
Clon CI , 4 6: 6 
Clon C2, 7 : 1 
Clon Bl, 3 . 3 : 13 
Clon V8, 10. 1 : 8 



Caracterizacion de colonias Mut s o Mut r por PCR: 

Se utilizo un protocolo dq acuerdo con el siguiente 

esquema : 

ADN cromosomico: 10-20 ng 

5 ' AOX 0 , 5 pM 

3' AOX IN 0, 5 pM 
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clNTP 

C12Mg 

Taq: 

Buffer 10X 




0,2 mM 
1,5 mM 

2U 

Ix 

Secuencia de los cebadores: 
5'AOX I: 5'- GACTGGTTCC AATTGACAAG C 
3'AOX IN: 5'- GTCGTGGTTT CTCATAGTAG AGTGGACA 
Las condiciones de la reaccion fueron las 
siguientes: Desnaturalizacion 94°C 2 minutos. 1 ciclo 
25 ciclos: 

Desnaturalizacion 94°C, 1 min. 
Anil 1 ado 55, 1 min. 
Extension 72°C, 1 min. 

Extension Final: 72°C, 7 min. 1 ciclo 

En los clones Mutr aparece una banda de 730 pares 
de bases En los clones Muts no se observa banda. 



Cuantif icacion del numero de copias del gen del precursor 
de insulina por PCR en las colonias recombinantes 

Se extrajo el ADN de todas las muestras y se 
normalizo las cantidades mediante % una PCR con cebadores GAP 
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, gen de copia 
unica) . 

Se realizo una nueva PCR con cebadores especificos 
para insulina de acuerdo a la cuantif icacion anterior 



utilizando concentraciones crecientes de temp 
punto. De este modo se evito la saturacion de la senal. 

El producto de la PCR se analizo en un gel al 2% de 
agarosa y luego de tenir con bromuro de etidio se 
visualizaron las bandas con un equipo de captura de 
imagenes Fotodyne. La cuant i f icacion se lleva acabo con un 
sof twear ImageQuant . 

Se tomo como unidad al clon C2,7 que presenta una 
unica copia del gen del precursor de insulina y los 
restantes se comparan de acuerdo a la intensidad de los 
productos de la PCR. 

Para garantizar que las condiciones exper imentales 
de las amplif icaciones de los genes GAP e insulina fueran 
equivalentes se disenaron cebadores con una T° de 
hibridacion semejante y con productos de tamanos similares. 



Cebadores GAP: 

Gap5' : 5' GGT CAT CAC TGC TCC ATC 
Gap 3' : 5' AGC AGC ACC AGT GGA AGA T 
Condiciones de la PCR: 
desnaturalizacion : 94°C, 3 minutos 
24 ciclos de : 



94°C, 



1 minuto 



56°C, 



1 minuto 



72°C, 



30 segundos 
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ADN cromosomico: 0,5 - 1,5 ng 
Cebador Gap 5': 0,5 pM 

Gap 3' : 0, 5 ]iM 
dNTP : 0, 2 mM 
ClMg: 1,5 mM 
Taq Pol : 2, 5 U 
buffer lOx: 1 x 
Las condiciones para el precursor de insulina 
fueron iguales a las antes descriptas con cebadores 
especi f icos . 

Cebadores del precursor de insulina: 

SEQ ID: N° 15: 5'- GGGGATCCAT ATGCTCGAGA AAAGATTTGT 

GAACCAACAC CTGT 

SEQ ID: N° 17: 5'- TCACTCGAGC GGTCTAGTTG CAGTAGTTCT 
Los resultados de los experimentos de Dot Blot y 

PCR cuantitativa fueron equivalentes, es decir por ambas 

metodologias se encontro el mismo numero de copias de los 

recombinates producidos . 

Ejemplo 13: Proceso de fermentaciqn 

El desarrollo de la fermentacion fue llevado a cabo 
tanto , en un f ermentador BioFlo 3000 (New Brunswick 
Scientific) como en un Biostat II (B. Braun Biotech) . Ambos 
f ermentadores estan equipados con vasos de 2,5 litros. Sin 




embargo 
mayores 



el procedimiento 
volumenes mediante 



de fermentacion es adaptable a 
el escalado del protocolo. 



Preparacion del cultivo 

El precultivo para inocular el fermentador se llevo 
a cabo en Erlenmeyers de 125 ml con 25 ml de medio de 
cultivo BMGY, el mismo fue inoculado con la cepa 
correspondiente, partir de muestras congeladas en glicerol 
50% a -80°C. 

El cultivo fue incubado a 30°C / 240 r.p.m. durante 
14 horas en un agitador orbital. 

Fermentacion 

El total de los 25 ml fue transferido al 
fermentador conteniendo 1,2 1 de medio basal BSM mas 4,35 
ml /l de sales trazas. La temperatura se controlo a 30°C, 
el oxigeno disuelto a 35%, el pH a 4,5 y la aireacion a 1 
vvm. El oxigeno disuelto se controlo mediante la variacion 
segun control PID de la velocidad de agitacion y la adicion 
de 0 2 . El pH se controlo mediante la adicion automatica de 
una solucion al 28% de hidroxido k de amonio . 

Luego de aproximadamente 16 horas de cultivo, se 
finalizo la fase de cultivo en lote o cuando la densidad 
optica llego a un valor cercano a 20 unidades de 
absorbancia a 600 nm . 



Se inicio la fase de lote alimentado al f ermentador 
mediante la adicion de glicerol 50% mas 12 ml/1 de sales 
trazas. La velocidad de adicion se regulo a 2 4 ml/l/h. Esta 
fase duro aproximadamente 20 horas, alcanzandose valores de 
densidad optica de 300. 

Una vez finalizadas las fases de crecimiento de la 
biomasa, se dejo en hambreado a las celulas durante media 
hora y se comenzo la fase de produccion. Durante dicha fase 
se regulo el pH entre 3.5 y 5.5, y se alimento con metanol 
al 100% mas 12 ml/1 de sales trazas, a una velocidad de 1,2 
ml/l/h. Esta ultima fase se puede extender hasta 96 horas. 
Se pueden realizar variacione-s en la eleccion del tiempo 
adecuado para agregar metanol al cultivo, en la 
concentracion de metanol y en la inclusion de una 
alimentacion mixta glicerol/metanol para mejorar aun mas el 
proceso de produccion. 

Finalizada esta etapa se " dio por concluido el 
proceso y se comenzo con la etapa de separacion de las 
celulas del caldo de cultivo. Cuando el proceso de 
fermentacion se realizo con grandes volumenes se utilizaron 
metodos de separacion acordes. 

La implementacion de este protocolo de fermentacion 
en 1 y 100 litros permitio obtener entre 200 y 400 mg de 
precursor de insulina/Litro de fermentacion de acuerdo a la 
cantidad de metanol utilizado en la induccion. 



El sobrenadante resulto apto para se^^ffffliroducido 
en la primera etapa de purificacion del precursor de 
insulina . 

E jemplo 14 : 

Purificacion de Insulina Humana recombinante 
Captura del precursor 

La recuperacion del precursor de insulina 
recombinante humana del medio de cultivo se • realizo 
mediante una cromatograf ia de intercambio cationico por 
ejemplo SP sepharose Fast Flow (Pharmacia) ( Katsoyannis , P. 
G., y col. Biochemistry 6:2642-2655; 1967) u otra tecnica 
cromatograf ica adsortiva como por ejemplo la de interaccion 
hidrofobica utilizando una resina Phenyl Sepharose Fast 
Flow de acuerdo a protocolos descriptos por Gagnon, Pete y 
col. Large Scale Process Development for Hydrophobic 
Interaction Chromatography, Part 1: Gel Selection and 
Development of Binding Conditions. BioPharm 8:21-29; 1995. 

El buffer de lavado consistio de una solucion de 
acetato de sodio 50 mM, NaCl 50 mM y el buffer de elusion 
consistio en acetato de sodio ,50 mM y NaCl 450 mM. El 
precursor se mantuvo soluble mediante la adicion de etanol 
o urea 




Vc de buffer de lavado a una velocidad lineal de 100 cm/h. 
El pegado del producto se realizo a una velocidad lineal de 
90 a 120 cm/h. Finalizada esta etapa se realizo un lavado 
con 4 Vc de buffer de lavado. El producto se eluyo con 10 
Vc de Buffer de elusion. El proceso cromatograf ico se 
monitored mediante la lectura de la absorbancia a 280 nm. 
Aquellas fracciones conteniendo el producto de interes 
fueron reunidas en una unica solucion. 

Procesamiento enzimatico del precursor de insulina 
Digestion con tripsina y carboxipeptidasa B 

La digestion se llevo a cabo ajustando la 
concentracion de la solucion del precursor entre 1 y 20 
mg/ml, de acuerdo a lo descripto en la patente europea N° 
195691. El transcurso de la reaccion se monitoreo mediante 
HPLC en fase reversa. 

La digestion se finalizo con al agregado de acido 
acetico 7 . 5 M . 

La enzima proteolitica se elimino del medio de 
reaccion mediante cromatograf ia % de exclusion molecular o 
. intercambio ionico a pH : 2-5. Las fracciones 
correspondientes al precursor digerido se colectaron en 
una unica solucion para su posterior digestion con 




europea 195691. 

Se realizo como - metodo alternative la adicion 
simultanea de ambas enzimas siguiendo los protocolos 
descriptos en la patente EPO N° 195691 y en la publicacion 
Lila R. Castellanos-Serra y col. FEBS Letters 378: 171-176; 
1996. 

La purificacion final de la insulina obtenida luego 
de la accion enzimatica puede ser . llevada a cabo por 
cualquier tecnica cromatografica como las descriptas en la 
patente US N° 5.663.291; EPO N° 195691; y las tecnicas 
descriptas en la publicacion Kroeff, Eugene y col. Journal 
of Chromatography. 461:45-61; 1989. 
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REIVINDICACIONES 




Habiendo asi especialmente descrito y determinado la 
naturaleza de la pre'sente invencion y la forma como la 
misma ha de ser llevada a la practica, se declara 
reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo: 

1. Una cepa de levadura metilotrof ica recombinante 
productora de un precursor de insulina humana caracter i zada 
porque comprende en su genoma por lo menos una copia de una 
primera construccion de ADN y una segunda construccion de 
ADN, donde dichas cons trucciones de ADN son capaces de 
dirigir la expresion y liberacion al medio de un precursor 
de insulina humana, donde dichas construcciones de ADN 
comprenden por lo menos una secuencia de ADN que codifica 
para un precursor de la insulina humana. 

2. Una cepa de levadura de acuerdo con la 
reivindicacion 1, caracter i zada porque libera al medio un 
precursor de insulina humana de la formula: 

B(l-30) -Yl-Y2-A(l-21) , donde Yl eg lisina o arginina; Y2 es 
lisina o arginina; B(l-30) es el peptido B de la insulina 
humana; y A(l-21) es el peptido A de la insulina humana. 



3 . Una cepa 




reivindicacion 1, caracteri zada porque la cepa de levadura 
es un miembro seleccionado del grupo que comprende a los 
generos Hansenula, Pichla, Candida y Torulopsis . 

4.' Una cepa de levadura de acuerdo con la 
reivindicacion 3, caracteri zada porque la cepa de levadura 
es una* cepa de levadura de Pichia pastoris depositada en 
ATCC bajo el numero PTA-22 60. 

5. Una cepa de levadura de acuerdo con cualquiera de 
las reivindicaciones anteriores, caracterizada porque dicha 
primera construccion de ADN comprende 

a) una primera secuencia de ADN insertable que 
corresponde a una secuencia 5' regulatoria (promotor) unida 
operablemente a 

b) una secuencia serial de exportacion unida 
operablemente a 

c) una secuencia que codifica un precursor de la 
insulina humana unida operablemente a 

d) una secuencia 3' fie finalizacion de la 
transcripcion unida a 

e) un gen de seleccion unida a 

f) una segunda secuencia de insercion; y 
la segunda construccion de ADN comprende 



a) una primera secuencia • de ADN insertable que 
corresponde a una region 5' regulatoria (promotor) unida 
operablemente a 

b) una secuencia senal de exportacion unida 
operablemente a 

c) una secuencia que codifica para un precursor de la 
insulina humana unida operablemente a 

d) una secuencia 3' de finalizacion de la 
transcripcion unida a 

e) un gen de seleccion de resistencia diferente del 
gen de resistencia de la primera construccion de ADN. 

6. Una primera construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicaciones 1 y 5, caracteri zada porque comprende por 
lo menos un cassette de expresion para la expresion del 
precursor de insulina humana, donde dicho cassette 
comprende ° 

a) una region 5' regulatoria operablemente unida a 

b) una secuencia de ADN que codifica para una 
secuencia senal unida operablemente a 

c) una secuencia que codifica un precursor de la 
insulina humana unida operablemente a 

. d) una secuencia funcional de finalizacion de la 
transcripcion . 
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la 



7. Una primera construccion de ADN d 
reivindicacion 5, caracterizada porque el gen marcador de 
seleccion es HIS4. 



8. Una primera construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracterizada porque los extremos 5' y 3' 
de dicha construccion de ADN comprenden secuencias lo 
suf icientemente homologas con un gen diana de la levadura 
para permitir la integracion especifica -de reemplazo de la 
construccion de ADN en el gen diana, en la misma 
orientacion relativa del gen diana en el genoma de la 
levadura. 



9. Una primera construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracterizada porque la region 5' 
regulatoria es seleccionada del grupo consistente en el 
promotor del gen primario de la enzima alcohol oxidasa de 
Pichia pastoris (A0X1), el promotor del gen secundario de 
la enzima alcohol oxidasa II (A0X2), el promotor del gen de 
la dihidroxiacetona sintetaza (DAS) de P. Pastoris, el 
promotor del gen P40 de P. Pasto^is, el promotor del gen de 
la catalasa de P. Pastoris, y el promotor GAP de la 
gliceraldehido dehidrogenasa . 




10. Una. primera construction de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque la secuencia senal 
es MF a de Sacharomyces cerevisiae . 

11. Una primera construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque la secuencia 
funcional de finalizacion de la transcripcion es la 
secuencia derivada del gen AOX 1 de Pichia pastoris. 

12. Una primera construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque comprende, 

a) una primera secuencia de ADN insertable que 
corresponde a la region 5' regulatoria del gen AOX1 de 
Pichia patoris unida operablement e a 

b) la secuencia senal MF a de Sacharomyces cerevisiae 
unida operablemente a 

c) la secuencia que codifica para el precursor de la 
insulina humana de la formula B ( 1-30) -Y1-Y2-A ( 1-21 ) unida 
operablemente a 

d) la secuencia 3' de finalizacion de la transcripcion- 
del gen AOX1 de Pichia patoris un % ida a 

e) el gen de seleccion HIS4 de Pichia patoris unida a 

f) una segunda secuencia de insercion que corresponde 
a la secuencia de finalizacion del gen AOX1 de Pichia 
patoris 



79 




13. Una primera construction de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque la secuencia que 
codifica al precursor de la insulina humana esta clonada en 
dicha construccion a continuacion del sitio de corte de 
proteasas, donde la totalidad del precursor de insulina 
humana liberado al medio contiene en ' su extremo amino 
terminal al primer aminoacido del precursor de insulina 
humana . 



14. Una primera construccion de ADN de acuerdo con 
cualquiera de las rei vindicaciones 5-13, caracteri zada 
porque dicha construccion de ADN esta incorporada a un 
vector seleccionado del grupo de vectores lineales y 
circulares . 



15. Una segunda construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicaciones 1 y 5, caracteri zada porque comprende por 
lo menos un cassette de expresion para la expresion del 
precursor de insulina humana, donde dicho cassette 
comprende 

a) una region 5' regulatoria operablemente unida a 

b) una secuencia de ADN que codifica para una 
secuencia serial unida operablemente a 



c) una secuencia que codifica un precursor de la 
insulina humana unida operablemente a 

d) una secuencia funcional de finalizacion de la 
transcr ipcion . 

16. Una segunda construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque comprende un gen 
marcador de seleccion distinto del gen marcador de 
seleccion de la primera construccion de ADN, donde dicho 
marcador de seleccion es el gen que codifica resistencia a 
la zeocina y donde dicho marcador de seleccion permite 
realizar un segundo evento de seleccion. 

17. Una segunda construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque el extremo 5' 
insertable de dicha construccion de ADN comprende una 
secuencia unica suf icientemente homologa con un gen diana 
de la levadura para permitir la insercion de la 
construccion de ADN en un evento simple en un gen diana. 

18. Una segunda construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque la region 5' 
regulatoria es seleccionada del grupo consistente en el 
promotdr del gen primario de la enzima alcohol oxidasa de 
Pichia pastoris (A0X1), el promotor del gen secundario de 
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la enzima alcohol oxidasa II (A0X2), el promo to^Se^^en de 
la dihidroxiacetona sintetaza (DAS) de P. Pastoris, el 
promoter del gen P40 de P. Pastoris, el promotor del gen de 
la catalasa de P. Pastoris, y el promotor GAP de la 
gliceraldehido dehidrogenasa. 



19. Una segunda construction de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque la secuencia senal 
es la secuencia MF a de Sacharomyces cerevisiae . 

20. Una segunda construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque la secuencia 
funcional de finalizacion de la transcripcion es la 
secuencia derivada del gen AOX 1 de Pichia pastoris . 



21. Una segunda construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque comprende 

a) una primera secuencia de ADN insertable que 
corresponde a la region 5' regulatoria del gen AOX1 de 
Pichia patoris unida operablemente a 

b) la secuencia senal de % MF a de Sacharomyces 
cerevisiae unida operablemente a 

c) la secuencia que codifica para el precursor de la 
insulina humana de la formula B ( 1-30 ) -Y1-Y2-A ( 1-21 ) unida 
operablemente a 



d) 

Pi chia 



e) 



la secuencia 3' de finalizacion 
pa tor is unida a 
el gen de seleccion de re.sistencia 



del gen A0X1 de 
a la zeocina 



22. Una segunda construccion de ADN de acuerdo con la 
reivindicacion 5, caracteri zada porque la secuencia que 
codifica al precursor de la insulina humana esta clonada en 
dicha construccion a continuacion del sitio de corte de 
proteasas, donde la totalidad del precursor de insulina 
humana liberado al medio contiene en su extremo amino 
terminal al primer aminoacido del precursor de insulina 
humana . 

23. Una segunda construccion de ADN de acuerdo con 
cualquiera de las reivindicaciones 15-22, caracteri zada 
porque dicha construccion de ADN esta incorporada a un 
vector seleccionado del grupo de vectores lineales y 
circulares. 

24. Un procedimiento para obtener la cepa de levadura 
de la reivindicacion 1, caracterizado porque comprende las 
siguientes etapas : 

I) transformar una celula de levadura con una primera 
construccion de ADN, donde dicha construccion comprende 



a) una primera secuencia de ADN inseriTatfle que 
corresponde a la region 5' regulatoria del gen A0X1 de 
Pichia pastoris unida operablemente a 

b) la secuencia senal MF a de Sacharomyces cerevisiae 
unida operablemente a 

c) la secuencia que codifica para el precursor de la 
insulina humana de la formula B ( 1-30) -Y1-Y2-A ( 1-21 ) unida 
operablemente a 

d) la secuencia 3' de finalizacion del gen AOX1 de 
Pichia patoris unida a 

e) el gen de seleccion HIS4 de Pichia patoris unido a 

f) una segunda secuencia de insercion que corresponde 
a la secuencia de finalizacion del gen AOX1 de Pichia 
patoris 

II) seleccionar las celulas de levaduras 

III) aislar una cepa de levadura 

IV) retransf ormar la cepa de levaduras obtenida en las 
etapas I a III con una segunda construccion de ADN, donde 
dicha construccion de ADN comprende 

a) una primera secuencia de ADN insertable que 
corresponde a la region 5' regylatoria del gen AOX1 de 
Pichia patoris unida operablemente a 

b) la secuencia senal MF a de Sacharomyces cerevisiae 
unida operablemente a 
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c) la secuencia que codifica para el precursor de la 
insulina humana de la formula B ( 1-30) -Y1-Y2-A ( 1-21 ) unida 
operablemente a 

d) la secuencia 3' de finalizacion de la transcr ipcion 
del gen AOX1 de Pichia patoris unida a 

e) el gen de seleccion de resistencia a la zeocina 

V) seleccionar la cepa de levadura retransf ormada 

VI) aislar la cepa de levadura retrans f ormada y 
seleccionada. 
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RESUMEN 




Cepa de levaduras metilotrof icas recombinantes 
productoras de un precursor de insulina, construcciones de 
ADN y metodo para obtener la cepa. Dicha cepa comprende en 
su genoma por lo menos una copia de una primera 
construccion de ADN y una segunda construccion de ADN, 
donde dichas construcciones de ADN son capaces de dirigir 
la expresion y liberacion al medio de un precursor de 
insulina humana de la formula: B ( 1-30 ) -Y1-Y2-A ( 1-2 1 ) , donde 
Yl es lisina o arginina; Y2 es lisina o arginina; B{l-30) 
es el peptido B de la insulina humana; y A(l-21) es el 
peptido A de la insulina humana y donde la cepa de 
levaduras corresponde a una cepa de levadura de Pichia 
pastoris . 
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